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1.1. VALOSIN CONTAINING PROTEIN (VCP): P97 
1.1.1. Funktion von p97  
 
p97, auch VCP (valosin containing protein), gehört zur Familie der AAA-ATPasen (ATPases 
associated with diverse cellular activities), welche hoch konserviert in allen Bereichen des Lebens 
vorkommen (1). p97 gehört zum Typ II der AAA-ATPasen, die zwei konservierte AAA-Domänen 
(typischerweise als D1- und D2-Domäne bezeichnet) besitzen. Die ATPase-Domänen sind 
wahrscheinlich durch Genduplikation während der Evolution entstanden und weisen daher eine 
hohe Homologie auf (2; 3). Jede dieser Domänen beinhaltet ein Walker A-Motiv (P-Loop, 
GxxxxGKT), ein Walker B-Motiv (DExx Box), sowie ein SRH-Motiv (second region of homology), 
das p97 von anderen Walker-Typ-ATPasen abgrenzt (1; 4). Das Säuger-p97 wurde 
fälschlicherweise erstmals als Vorläuferprotein bei Schweinen beschrieben, welches das 
biologisch aktive Peptid Valosin enthält (VCP, valosin containing protein; (5; 6)). Bis heute sind 
zudem zahlreiche Homologe in Xenopus laevis (7), Saccharomyces cerevisiae (Cdc48, (8; 9)), 
Arabidopsis thaliana (10), Trypanosomen (11) oder auch in Archaeen, wie dem Thermoplasma 
acidophilum (VAT, (12)), beschrieben worden. Damit wird auch die starke Konservierung und 
damit einhergehend die essentielle funktionelle Bedeutung von p97 unterstrichen (Abb. 1, (13)).  
 
Abb. 1 Funktionen von p97. p97 ist an zahlreichen Zellprozessen beteiligt. UPD: Ubiquitin-abhängige Proteolyse. 
ERAD: ER-assoziierter Proteinabbau. 
Zudem ist p97 ubiquitär in der Zelle verteilt und daher im Nukleus, im Cytoplasma sowie in 
perimembranären Subkompartimenten lokalisiert (6; 14). Dementsprechend viele Funktionen 
werden p97 in den unterschiedlichsten Zellprozessen zugeschrieben wie Zellzykluskontrolle 


















Proteolyse, (23–25)), Transkription (26–28), DNA-Reparatur (29–31), Autophagie (32–34), 
ERAD (35–38) sowie Apoptose (39; 40).  
Da p97 vor allem an der Qualitätskontrolle und dem Abbau von Proteinen beteiligt ist, führen 
Störungen in diesem System zu Anhäufungen missgefalteter Proteine in Vesikeln, was zur 
Ausbildung neurodegenerativer Krankheiten führt (40; 41). Eine dieser degenerativen 
Krankheiten ist die autosomal-dominant vererbbare Inclusion body Myopathie, assoziiert mit der 
Padget-Knochenkrankheit und frontotemporaler Demenz (IBMPFD, (42)). Ursache dieser 
Krankheit sind Missense-Mutationen von Aminosäuren im Interface zwischen der N-Domäne und 
der D1-Domäne von p97 (Kap. 1.1.2). Dadurch kommt es zur Beeinflussung der ATPase-Aktivität 
(Kap. 1.1.3) und damit zur Einschränkung zahlreicher Zellprozesse (43–46). Im Gegensatz zur 
ATPase-Aktivität ist die Interaktion mit den meisten Kofaktoren durch die IBMPFD-assoziierten 
Mutationen in p97 nicht beeinflusst. Eine Ausnahme bilden UBXD1 und PLAA, deren Interaktion 
mit p97 gestört ist (47–49). 
 
1.1.2. Struktur von p97  
 
Typischerweise bildet p97 symmetrische Hexamere mit einer pilzartigen Struktur und einem 
Durchmesser von 140-160 Å sowie einer Höhe von etwa 80 Å. Dabei liegen die jeweiligen 
Domänen der einzelnen Protomere leicht versetzt in Ringen vor, sodass mittig eine Pore mit 
einem Durchmesser von etwa 10 Å entsteht (Abb. 2, A; (2; 50; 51)).  
 
Abb. 2 Struktur von p97. PDB-ID: 3CF1. Markiert sind die N-Domäne (hellblau), die D1-Domäne (hellgrün), die D2-
Domäne (dunkelgrün) sowie die Linker zwischen der N- und der D1-Domäne (ND1-Linker, grau) und der D1- und D2-
Domäne (D1D2-Linker, grau). A: pilzartige Struktur des p97-Hexamers. Die D1- und D2-Domänen bilden jeweils 
Ringe, die N-Domäne liegt peripher oberhalb der Ringe. B: p97-Monomer. C: Struktur der N-Domäne mit den 
Sekundärstrukturelementen und Subdomänen. D: Struktur der D1-Domäne mit den Sekundärstrukturelementen und 



















In der Pore befindet sich, komplexiert von sechs umliegenden Histidinen, ein Zink-Ion. Für die 
Bildung stabiler Hexamere sind Nukleotide notwendig (52).  
Jedes p97-Monomer besteht aus einer N-Domäne und zwei D1- bzw. D2-Domänen sowie einem 
unstrukturierten C-Terminus (Abb. 2, B). Während die N-Domäne und der C-Terminus für die 
Interaktion mit Kofaktoren verantwortlich sind, besitzen die D1- und die D2-Domäne mit den 
Walker A- (ATP-Bindung) und Walker B-Motiven (ATP-Hydrolyse) die ATPase-Aktivität. Die 
einzelnen Domänen sind über flexible Linker miteinander verbunden, die die Bewegung der 
Domänen in Relation zueinander ermöglichen (50; 53). 
Die N-Domäne besteht aus zwei Subdomänen, von denen die N-terminale eine double ψ barrel-
Faltung und die C-terminale Domäne ein viersträngiges β-Fass bildet (Abb. 2, C). Zwischen 
beiden Domänen liegt eine hydrophobe Furche (2). Durch den flexiblen Linker zwischen der N-
Domäne und der D1-Domäne kann sich die N-Domäne in Relation zum p97-Hexamer in einer 
auf- oder einer ab-Konformation in Abhängigkeit der ATPase-Aktivität von p97 befinden 
(Kap. 1.1.3, (51; 50)). Die Position einer N-Domäne in Relation zum Hexamer ist zudem abhängig 
von der Position der umliegenden N-Domänen (43; 50; 54). In der Linkerregion zwischen der N- 
und der D1-Domäne befinden sich zwei hoch konservierte Glycine (Gly 186 und Gly 208), welche 
als Drehpunkt der Bewegung der N-Domäne dienen (2). Die Funktion dieser Bewegung ist 
wahrscheinlich auf das richtige Positionieren der p97-Substrate zurückzuführen (52). 
Die ATPase-Domänen (D1- bzw. D2-Domänen) bestehen aus einer N-terminalen α/β-
Subdomäne, die die Walker-Motive beinhalten und deren Aminosäuren stark konserviert sind, 
sowie einer C-terminalen α-helikalen Subdomäne mit vier Helices, deren Aminosäuren weniger 
konserviert sind (Abb. 2, D; (2; 53)). Die D1- und die D2-Domäne sind quasi in Reihe zueinander 
angeordnet, sodass der D1D2-Linker die α-Subdomäne der D1-Domäne mit der α/β-Subdomäne 
der D2-Domäne verbindet (50; 52). Der Linker zwischen der D1- und der D2-Domäne scheint 
wesentlich flexibler als jener zwischen der N- und der D1-Domäne zu sein und begünstigt somit 
die Rotationsbewegung der α-helikalen Subdomänen bei der ATPase-Domäne zueinander bei 
Bindung verschiedener Nukleotide (Kap. 1.1.3, (50)). Die interprotomeren Kontakte zur 
Hexamerisierung von p97 werden hauptsächlich innerhalb der D1- bzw- der D2-Domänen von 
der α-helikalen Subdomäne des einen Protomers und der α/β-Subdomäne des 
Nachbarmonomers vermittelt (2; 52). 
 
1.1.3. ATPase-Aktivität von p97  
 
p97 besitzt als hexameres Multimer neben seiner Segregase-Aktivität auch eine ATPase-
Aktivität, um die für die Entfaltung oder Demultimerisierung von Komplexen notwendige 
Energie zur Verfügung zu stellen. p97 besitzt eine Aktivität von 14 µmol ATP/mg p97/h bei 
37 °C und einem pH von 7,4 und ist im Vergleich zu seinen Homologen in Xenopus laevis und 
Saccharomyces cerevisiae um ein zwei- bzw. fünffaches weniger aktiv (3; 55; 56). Für die 
Aktivität ist die Bindung von Magnesium-Ionen notwendig (Mangan- und Cobalt-Ionen sind 
ebenfalls möglich), wohingegen hohe Salzkonzentrationen die Aktivität inhibieren (3). 





Verschiedene Experimente haben gezeigt, dass der D2-Domäne die hauptsächliche ATPase-
Aktivität zugeschrieben wird und die D1-Domäne nur eine sehr basale Aktivität aufweist (3). Für 
die ATPase-Aktivität ist vor allem die Bewegung der α-helikalen Subdomäne notwendig, die in 
der D1-Domäne durch ihre mittige Lage zwischen N- und D2-Domäne eingeschränkt ist. Der 
Linker zwischen der N- und der D1-Domäne liegt wesentlich dichter am Walker A-Motiv der D1-
Domäne als der Linker zwischen der D1- und der D2-Domäne am Walker A-Motiv der D2-
Domäne. Somit ist die Einschränkung der D2-Domäne geringer, was zu einer erhöhten ATPase-
Aktivität führt. Zusätzlich bildet die N-Domäne Kontakte mit der α-helikalen Subdomäne der D1-
Domäne aus. Desweiteren ist der Linker zwischen der N-Domäne und der D1-Domäne (Asp 205 
und Gly 207) an der Nukleotidbindung in der D1-Domäne beteiligt und stabilisiert sowohl die 
Position der α-helikalen Subdomäne als auch die Bindung des Nukleotids (2; 50; 52; 54). 
Aufgrund der eingeschränkten ATPase-Aktivität der D1-Domäne weist diese in den meisten 
Strukturen gebundenes, nicht austauschbares ADP auf (2; 3; 43; 53; 57). Dennoch scheint 
zwischen den beiden Nukleotidbindestellen der D1- und D2-Domäne eine Kooperativität zu 
bestehen (2; 3; 50; 54). Obwohl ein p97-Hexamer insgesamt 12 hypothetische Bindestellen für 
Nukleotide hat (6 Stellen pro Ring), sind davon maximal 2 bis 3 Stellen innerhalb des D2-Rings 
während eines Zyklus aktiv (43; 53; 57; 58–60). Während der Hydrolyse von ATP unterliegen 
die einzelnen Domänen teilweise großen Veränderungen (Tab. 1, nach (57)) 
 
Tab. 1 Struktur von p97 während eines ATP-Hydrolyse-Zyklus. Das p97-Hexamer unterliegt während der ATP-
Hydrolyse besonders großen konformationellen Veränderungen im Bereich der N-Domäne und des D2-Rings. 
Strukturen aus (57). AMP-PNP: nicht hydrolysierbares ATP-Analogon, ATP# (ADP-AlFx): Übergangszustandsanalogon. 
 ohne Nukleotid ATP (AMP-PNP) ATP# (ADP-AIF) ADP 
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Die Bindung von Nukleotiden führt zu einer insgesamt kompakteren Struktur der ATPase-
Domänen. Sowohl die auf- und ab-Konformation der N-Domäne in Relation zum Hexamer als 
auch die Bewegung der D2-Domäne in Relation zur D1-Domäne werden durch die Bindung der 
Nukleotide beeinflusst. In Abwesenheit von Nukleotiden lockert sich die Struktur durch den 
flexiblen D1D2-Linker, indem die α-helikale Subdomäne der D2-Domäne flexibler wird und sich 
damit die zentralen Pore vergrößert (2; 50-54). Damit ist die Struktur für neue Nukleotide in 
einem weiteren ATPase-Zyklus besser zugänglich. Während vor allem die α-helikale Subdomäne 
der D2-Domäne während des ATP-Hydrolyse-Zyklus relativ großen Veränderungen unterliegt, 
ist die α/β-Subdomäne der D1-Domäne sehr starr (43; 53). Die N-Domäne unterliegt der 
stärksten Bewegung, da sie nicht wie die ATPase-Domänen ringförmig angeordnet ist, sondern 
peripher das zylindrische Hexamer umgibt und damit wesentlich flexibler ist. Die für die 
Bewegung der N-Domäne verantwortliche Kraft wird durch die ATP-Hydrolyse in der D2-
Domäne bereit gestellt und über die Linker übertragen. Es wird vermutet, dass die Bewegung 
der N-Domäne dafür sorgt, Proteine aus der Membran zu entfernen oder aus Komplexen 
herauszulösen (57). Die ATPase-Aktivität von p97 wird durch zahlreiche Faktoren reguliert; 
zum einen durch die Konzentration von p97 selbst, einschließlich seines Multimerisierungs-
grades und zum anderen durch seine regulierenden Kofaktoren wie bspw. p47 (3; 43). 
Außerdem ist die Aktivität abhängig von der ATP-Konzentration (physiologische Konzentration: 
0,5 bis 2 mM), sowie von der Konzentration des bei dieser Hydrolyse entstehenden 
inhibierenden Produkts ADP. Desweiteren haben ein hoher pH-Wert (9,0) und hohe 
Temperaturen (50-55 °C) eine stimulierende Wirkung auf die ATPase-Aktivität, während Salz, 
Ethanol und Wasserstoffperoxid eine hemmende Wirkung haben (3). 
Desweiteren wurde für den p97/p47-Komplex eine konzentrationsabhängige Inhibition der 
ATPase-Aktivität beschrieben. Die ATPase-Aktivität eines p97-Hexamers ist in Gegenwart eines 
p47-Trimers um 75 % reduziert (55). Eine kompetitive Inhibition konnte ausgeschlossen 
werden, sodass die Reduktion der ATPase-Aktivität auf eine konformationelle Änderung von 
p97 zurückgeführt werden kann (55; 61). Zum einen könnte die Inhibition der ATPase-Aktivität 
durch die Oligomerisierung von p47 bei Bindung an p97 und damit der Fixierung der N-Domäne 
entstehen. Zum anderen könnte die Inhibition durch die zusätzliche Bindung des D1-Linkers 
durch die BS1-Bindestelle zustande kommen, da die UBX-Domäne von p47 alleine keine 
Inhibition zur Folge hat (62). Obwohl Ufd1-Npl4 und p47 die gleiche Bindestelle an p97 haben 
(Kap. 1.1.5), inhibiert das Heterodimer Ufd1-Npl4 die ATPase-Aktivität von p97 in vitro nicht.  
 
1.1.4. Kofaktoren von p97  
 
p97 ist eine ubiquitäre ATPase, die an zahlreichen unterschiedlichen Zellprozessen beteiligt ist 
(Kap. 1.1.1). Um die Funktion in so zahlreichen, unabhängig voneinander funktionierenden 
Zellprozessen erfüllen zu können, interagiert p97 mit einer Vielzahl an Kofaktoren, deren Anzahl 
durch neue Entdeckungen stetig steigt (Anhang 8.1, (63)). Für die Interaktion mit p97 existieren 
in den Kofaktoren vier Bindedomänen (PUB, PUL, UBX, UBD) und drei weitere Bindemotive 
(VIM, VBM, SHP/BS1) (Tab. 2; (64–67)).  





Tab. 2 Mit p97 interagierende Domänen der Kofaktoren. Aufgeführt sind p97-bindende Domänen und Motive, 
sowie deren Bindungsstellen an p97. Desweiteren werden strukturelle Eigenschaften und ihre Häufigkeit unter den 
Kofaktoren aufgezeigt. 




Cp97 110 Aminosäuren, 
5 α-Helices, 3 β-Stränge 
2 
PUL-Domäne 
(PLAP, Ufd3p, and Lub1p domain) 
Cp97 85 Aminosäuren, 18 α-Helices,  
6 Armadillo-Motive (je 3 α-Helices) 
1 
UBX-Domäne 
(ubiquitin regulatory X domain) 
Np97 80 Aminosäuren, 2 α-Helices, 5 β-
Stränge, Ubiquitin-ähnliche Faltung 
13 
UBD-Domäne 
(Ubiquitin fold domain) 




(VCP interacting motif) 





Np97 7 Aminosäuren, α-Helix , ExRxxRR 3 
SHP-Motiv  
(auch BS1: binding site 1) 
Np97 8 Aminosäuren, Loop, FxGxGQRu 6 
 
Die p97-bindenden Motive bestehen hauptsächlich aus α-Helices (63). Die Interaktionen der 
Kofaktoren mit einer PUL- oder PUB-Domäne werden über die letzten zehn Aminosäuren des C-
Terminus (Cp97) vermittelt und sind unter den bekannten Kofaktoren von p97 eher selten zu 
finden (3 Domänen in 30 Kofaktoren). Im Gegensatz dazu überwiegen die Np97-bindenden 
Domänen, die mit der N-Domäne von p97 interagieren. Dabei werden in etwa genauso viele 
Interaktionen über Domänen wie über Motive vermittelt. Die meisten Interaktionen zwischen 
p97 und seinen Kofaktoren werden über die ähnlich dem Ubiquitin gefaltete UBX-Domäne 
vermittelt (Kap. 1.1.5). Anhand dieser Domäne können die Kofaktoren auch in funktionell 
verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Tab. 3, (68–70)).  
 
Tab. 3 Gruppierung der Kofaktoren von p97 anhand der UBX-Domäne. Es gibt Kofaktoren, die sowohl eine UBA- 
(Ubiquitinbindung) als auch eine UBX-Domäne (p97-Interaktion) besitzen. Einige Kofaktoren besitzen nur eine UBX-
Domäne und andere Kofaktoren besitzen keine UBX-Domäne, dafür aber andere p97-bindende Motive oder Domänen. 
Die entsprechende Literatur verweist auf den funktionellen Zusammenhang des Kofaktors. 
UBX-/UBA-Adaptoren UBX-Adaptoren sonstige Adaptoren 
Ufd1-Npl4 (71) p37 (72) PLAA-1 (73) 
p47 (74) UBXD1 (75) Ataxin 3 (76) 
FAF1 (77) UBXD2 (78) ANKZF1 
SAKS (79) UBXD3 NGLY1 (PNGase) (80) 
UBXD7 (81) UBXD4 (82) UBE4B (83) 
UBXD8 (84) UBXD5 (85) SVIP (86) 
NUB1L (87) UBXD6 (88) VIMP (89) 
 VCIP135 (90) ZFAND2b/AIRAPL (91) 
 YOD1 (92) DVC1 (93) 
 UBXD9 (94) Hrd1 (95) 
  AMFR (96) 
  Derlin1 (97) 
 





So unterscheidet man zwischen UBX-/UBA-Kofaktoren, UBX-Kofaktoren und sonstigen 
Kofaktoren, die andere p97-bindende Domänen besitzen. Die UBX-/UBA-Kofaktoren besitzen 
sowohl eine UBX- als auch eine UBA-Domäne. Mit der UBX-Domäne wird die Interaktion zu p97 
hergestellt, während die UBA-Domäne Ubiquitin bzw. ubiquitinylierte Substrate erkennt. 
Kofaktoren, welche nur eine UBX-Domäne besitzen, binden an p97. Desweiteren gibt es eine 
Vielzahl an Adaptoren, die keine UBX-Domäne besitzen und deren Interaktion mit p97 über 
andere Domänen oder Motive vermittelt wird (Tab. 2, Anhang 8.1). Die Funktionen der 
Kofaktoren, die keine UBA-Domäne besitzen werden meistens über zusätzliche Domänen 
bestimmt. 
Da p97 ein Hexamer bildet (Kap. 1.1.2), besteht theoretisch die Möglichkeit, dass p97 von jedem 
Kofaktor sechs Moleküle oder sechs verschiedene Kofaktoren simultan bindet. Tatsächlich ist die 
Anzahl der gebundenen Moleküle eines Kofaktors jedoch von seinem Bindungsmechanismus 
bezüglich der Affinität, der Bindungsstelle an p97 und den zusätzlich in dem Kofaktor 
vorliegenden Domänen abhängig. Aufgrund der zahlreichen Kofaktoren, die ähnlich an p97 
binden, sind nur bestimmte Kombinationen in einem multimeren Komplex möglich. Die 
Regulation dieser Komplexbildung erfolgt durch die sterische Hinderung durch andere 
Kofaktoren oder durch konformationelle Änderungen in p97, die die Bindung weiterer 
Kofaktoren sowohl verhindern als auch begünstigen kann (43; 61; 90; 98–100). Zudem ist die 
Bindung der verschiedenen Kofaktoren nicht immer einfach nur kompetitiv, sondern kann auch 
kooperativ erfolgen und wird zusätzlich vom ATP-Hydrolyse-Zyklus des p97-Hexamers 
beeinflusst (50; 54).  
Es gibt einige Kofaktoren wie UBXD1 (Kap. 1.2), die Domänen beinhalten, die sowohl die N-
Domäne als auch den C-Terminus von p97 binden können. Studien haben gezeigt, dass eine 
simultane Bindung in vitro durchaus möglich ist, die Funktion eines solchen Bindemechanismus 
ist jedoch ungeklärt (66; 101). 
Insgesamt wird die Funktion der Kofaktoren dabei nicht durch ihre Bindestelle an p97 
bestimmt, sondern hauptsächlich durch die Kombination bestimmter Domänen und den 
zusätzlichen Domänen oder enzymatischen Aktivitäten (Tab. 4).  
 
Tab. 4 Einteilung der Kofaktoren mit UBX-Domäne und ähnlichen Motiven. aus (69). 
Typ Bsp. für Kofaktoren Binde-Motiv Funktion 
Substrat-rekrutierend 
(Hauptadaptoren) 
Ufd1-Npl4, p47, p37, 
UBXD4, UBXD5 







UBXD8, UBXD2, VIMP, 
SAKS1, FAF1 





Substrat-prozessierend VCIP135, NGLY1, 
Ataxin-3, AMFR 





sonstige SVIP beliebiges Binde-Motiv Regulation der Lokalisation 
und Multimerisierung 
 





Obwohl p97 selber mit ungefalteten Proteinen und Ubiquitin in vitro interagiert (3), wird diese 
Interaktion in vivo durch sogenannte Adaptoren (Substrat-rekrutierende Kofaktoren) vermittelt. 
Üblicherweise besitzen diese Kofaktoren neben einer UBA-Domäne zur Bindung von 
ubiquitinylierten, falsch gefalteten Proteinen eine UBX-Domäne sowie ein SHP-Motiv zur 
Interaktion mit der N-Domäne von p97 (79; 102; 103). Es gibt Hauptadaptoren, die die Funktion 
von p97 in den jeweiligen Zellprozess lenken. Zudem gibt es spezifische Adaptoren, die die 
Funktion von p97 auf verschiedenste Arten regulieren. Diese Adaptoren besitzen entweder eine 
UBX-Domäne oder ein SHP-Motiv und können gleichzeitig an p97 binden. Die Substrat-
prozessierenden Kofaktoren besitzen meist eine zusätzliche enzymatische Aktivität, mit der sie 
nach Rekrutierung der Kofaktoren diese so modifizieren (PNGase: Deglykosylierung (80; 104; 
105), Atx-3: Deubiquitinierung (106; 107)), dass das Protein im Proteasom abgebaut werden 
kann (69). 
 
1.1.5. Ausgewählte p97-bindende Domänen 
 
Wie bereits erwähnt nimmt UBXD1 eine Sonderstellung unter den Kofaktoren ein. Zum einen 
besitzt UBXD1 eine UBX-Domäne, die nicht mit der N-Domäne von p97 interagiert und zum 
anderen besitzt UBXD1 N-terminal das VIM-Motiv und mittig die PUB-Domäne. Damit ist UBXD1 
zumindest theoretisch in der Lage beide Bindestellen von p97 (N-Domäne und C-Terminus) 
gegenüber anderen Kofaktoren zu blockieren. Da UBXD1 in dieser Arbeit eine zentrale Rolle 
spielen wird, werden im Folgenden die Struktur und Bindung des VIM-Motivs, der PUB-Domäne 
sowie der UBX-Domäne näher erläutert.  
 
VIM-Motiv: 
Das VIM-Motiv (p97/VCP-interacting motif) wurde erstmals bei den Proteinen gp78 und SVIP 
beschrieben, deren Interaktion mit p97 bereits bekannt war (108–110). Die bioinformatische 
Suche nach weiteren Proteinen mit einer ähnlichen Sequenz führte schließlich zu der minimalen 
Konsensus-Sequenz RX5AAX2R. Diese gilt heute allgemein als VIM-Motiv (Abb. 3, (111)). 
Potentiell können diese Proteine damit auch als Kofaktoren für p97 dienen. 
 
Abb. 3 Konsensussequenz des Np97-bindenden VIM-Motivs. Dargestellt sind die Sequenzen der VIM-Motiv-
besitzenden humanen Proteine, deren konservierte Aminosäuren (rot) sowie die daraus abgeleitete 
Konsensussequenz RX5AAX2R.  
Durch Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass die konservierten flankierenden Arginine 













vordere Arginin ist jedoch für die Bindung von UBXD1 und ZFAND2b nicht essentiell. Für alle 
Sequenzen der VIM-Motive wird eine α-Helix vorhergesagt, wobei sich die konservierten 
Aminosäuren in einer Radprojektion auf einer Seite dieser Helix befinden (111). Die 
Konformation der Helices für UBXD1 und ZFAND2b ist durch das fehlende vordere Arginin von 
der der übrigen Kofaktoren verschieden. Diese veränderte Konformation hat wahrscheinlich 
einen veränderten Bindemechanismus und eine schwächere Bindung zur Folge. Die Affinität der 
Bindung der VIM-Motive an die N-Domäne von p97 ist trotz hoher Sequenzähnlichkeit sehr 
unterschiedlich im Bereich von nanomolar (gp78) bis mikromolar (UBXD1) (112).  
Desweiteren konnten die an der Bindung des VIM-Motivs beteiligten Aminosäuren der N-
Domäne von p97 mittels Mutationsstudien und später mit Hilfe einer Kristallstruktur bestimmt 
werden (Abb. 4, (111; 112)).  
 
Abb. 4 Kristallstruktur des VIM-Motivs von gp78 und der N-Domäne von p97. PDB-ID: 3TIW. aus (112). Das α-
helikale VIM-Motiv von gp78 (grün) bindet in die hydrophobe Furche der beiden Subdomänen von Np97 (grau). Die 
Bindung wird über hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt. 
Die Kristallstruktur zeigt ein α-helikales VIM-Motiv, welches in die Furche zwischen den beiden 
Subdomänen (Val 38, Ile 70, Leu 72, Tyr 110, Tyr 143 und Ile 175) sowie dem diese 
Subdomänen verbindenden Linker (Asp 107 bis Lys 112) der N-Domäne von p97 bindet (111; 
112). Die Bindung zwischen dem VIM-Motiv und der N-Domäne wird sowohl über hydrophobe 
als auch elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt (112). Die Interaktion mit der VIM-
Furche von p97 wird durch die geladenen Aminosäuren am Ende der VIM-Helix (Arg 625, 
Arg 636) begünstigt (65). Für die effektive Bindung des VIM-Motivs ist bei einigen Kofaktoren 
wie SVIP neben der N-Domäne zusätzlich der Linker zur D1-Domäne notwendig (66; 112). Trotz 
des gleichen VIM-Motivs in verschiedenen Kofaktoren ist die Stöchiometrie für die Bindung an 
die N-Domäne von p97 unterschiedlich. So bindet SVIP im Verhältnis 1:1, während drei 
Moleküle von UBXD1 an ein p97-Hexamer binden. Im Falle von UBXD1 kann dies auch auf die 
zusätzliche Bindung der PUB-Domäne an den C-Terminus von p97 zurückzuführen sein. 
Desweiteren verhindert SVIP (mit einem VIM-Motiv) die Bindung von Ufd1 und Faf1 (UBX-
Domäne), Npl4 (UBD-Domäne) oder gp78 (VIM-Motiv) an p97, was ebenfalls auf einen 
kompetitiven Bindungsmechanismus bzw. zumindest überlappende Bindestellen der Proteine 
hinweist (108). Spätere Kristallstrukturen haben gezeigt, dass trotz fehlender Sequenz- oder 
Strukturähnlichkeit sowohl UBX-Domänen und UBX-ähnliche-Domänen als auch das VIM-Motiv 
in die Furche zwischen den beiden Subdomänen der N-Domäne von p97 binden (Abb. 5, 66; 
112)). 
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Abb. 5 Bindung verschiedener Domänen von Kofaktoren an die N-Domäne von p97. Trotz fehlender Sequenz- 
oder Strukturähnlichkeit binden die UBX-Domäne von Faf1 (gelb), die Ubiquitin D-Domäne von Npl4 (UBD, blau) und 
das VIM-Motiv von gp78 (grün) in die hydrophobe Furche der N-Domäne von p97 (grau). 
Ein verwandtes, an p97-bindendes Motiv mit zahlreichen Argininen und Lysinen ist das VBM-
Motiv in Hrd1 oder Atx3. Proteine mit einem VBM-Motiv scheinen ebenfalls mit einem ähnlichen 
Mechanismus wie Proteine mit einem VIM-Motiv an die N-Domäne von p97 zu binden, jedoch 
eine zehnfach geringere Affinität zu Np97 zu haben (65; 76). 
 
PUB-Domäne: 
Die PUB-Domäne (Peptide:N-glycanase/UBA or UBX-containig protein domain) wurde erstmals 
bioinformatisch im N-Terminus des p97-Kofaktors PNGase entdeckt und als hoch konserviert 
beschrieben (104). Die PUB-Domäne der PNGase besteht aus einem Bündel von fünf α-Helices 
und einem verdrehten antiparallelen β-Faltblatt aus drei Strängen (Abb. 6, A).  
 
Abb. 6 Struktur der PUB-Domäne (PNGase). PDB-ID: 2HPJ. A: Kristallstruktur der PUB-Domäne der PNGase mit den 
5 α-Helices und dem antiparallelen β-Faltblatt (aus (101)). B: Interaktionsstelle zwischen der PUB-Domäne und dem 
C-Terminus von p97. Diese Bindung wird über die Phosphorylierung des Tyr 805 reguliert (aus (66)). 
Neben einigen strukturell wichtigen Aminosäuren wie Gly 79 und Phe 80, sind vor allem die an 
der Bindung des C-Terminus von p97 beteiligten Aminosäuren Leu 35, Asn 41, Lys 50, Tyr 51, 
Arg 55, Asn 58 und Glu 73 hoch konserviert. Sie bilden eine basische Tasche (α-Helix 2-4 und β-












des C-Terminus von p97 (Sequenz: TEDNDDDLYG) binden (Abb. 6, B; (66; 75; 101; 113)). Diese 
Interaktion wird hauptsächlich durch hydrophobe und ionische Wechselwirkungen vermittelt 
und hat einen KD von 11 µM (113). Die Hauptrolle bei der Bindung des C-Terminus von p97 
übernimmt dabei das vorletzte Tyrosin 805 im C-Terminus, welches in die hydrophobe Tasche 
in der PUB-Domäne bindet. Diese Bindung wird unter anderem durch die Phosphorylierung 
dieses Tyrosins reguliert, wobei die Interaktion durch eine Phosphorylierung unterbrochen 
wird (66; 75; 113). Das stöchiometrische Verhältnis der Bindung zwischen PNGase und 
unphosphoryliertem p97 liegt bei 1:3, wohingegen sechs Moleküle der isolierten PUB-Domäne 
an ein p97-Hexamer binden können (79; 113). 
 
UBX-Domäne: 
Die UBX-Domäne (Ubiquitin regulatory X domain) wurde erstmals bei dem p97-Kofaktor SAKS1 
beschrieben und ist seitdem bei 12 weiteren p97-Kofaktoren gefunden worden (81; 100; 114). 
Bis heute sind zahlreiche Kofaktoren bekannt, die eine UBX- oder UBX-ähnliche Domäne (UBD-
Domäne) besitzen, sodass diese die größte Gruppe an p97-Kofaktoren bilden (69). Die UBX-
Domäne liegt in 80 % der Kofaktoren am C-Terminus der Proteine, jedoch ist weder eine 
Sequenzähnlichkeit noch sind funktionelle Gemeinsamkeiten der Proteine zu erkennen (115–
117). Die UBX-Domäne ist mit ihren 80 Aminosäuren ein strukturelles Homolog von Ubiquitin. 
Sie besitzt einen β-grasp fold mit der Sekundärstrukturelementanordnung ββαββαβ, wobei die 
fünf β-Stränge ein gemischtes β-Faltblatt ergeben (Abb. 7, A; (68; 100; 117)).  
 
Abb. 7 Struktur der UBX-Domäne (p47). PDB-ID: 1I42. A: NMR-Struktur der UBX-Domäne von p47 mit den fünf β-
Strängen, die ein gemischtes β-Faltblatt bilden und den zwei α-Helices (aus (117)). B: Interaktionsstelle zwischen der 
UBX-Domäne und der N-Domäne von p97 (aus (101)). 
Die Faltblattstruktur ist auch ausschlaggebend für die Interaktion der UBX-Domäne mit der N-
Domäne von p97. Die eigentliche Bindung wird über eine Loop-Region (FPR) zwischen dem 
dritten und vierten β-Strang sowie einem weiteren hoch konservierten Arginin im β-Strang 1 
vermittelt (Abb. 7, B; (68)). Das dort lokalisierte Phenylalanin bindet durch die cis-Konformation 
des Prolins mit seiner aromatischen Seitenkette in die hydrophobe Furche der Subdomänen der 
N-Domäne (Asp 35, Ser 37, Val 38, Phe 52, Arg 53, Gly 54, Ile 70, Pro 106, Val 108, Tyr 110, 











zu keiner wesentlichen konformationellen Änderung von p97 (118). Zusätzlich wird die 
Interaktion durch ionische Wechselwirkungen durch einen positiven Patch um das R...FPR-Motiv 
der UBX-Domäne und den negativen Ladungen im Bereich der Furche der Subdomänen von p97 
verstärkt (117). Aufgrund des nicht in Ubiquitin-enthaltenen Motivs R...FPR und dem daraus 
resultierenden verkürzten Loop bindet p97 Proteine mit einer UBX-Domäne deutlich besser als 
Ubiquitin selber (102; 120).  
Einen ähnlichen Bindemechanismus wie Proteine mit einer UBX-Domäne haben auch Proteine 
mit einer UBD-Domäne (Ubiquitin fold domain, bspw. Npl4). Trotz fehlender Sequenzähnlichkeit, 
weisen diese Domänen eine hohe Ähnlichkeit in ihrer Tertiärstruktur auf, sodass auch hier die 
Bindung zur N-Domäne von p97 über den Loop zwischen dem dritten und vierten β-Strang 
vermittelt wird (62). Daher kommt es auch zu einer kompetitiven Bindung zwischen UBX- und 




Das UBXD1-Gen mit einer Länge von 1659 Nukleotiden befindet sich auf Chromosom 19p13. Es 
besitzt zwei Spleißvarianten, von denen die eine 388 Aminosäuren lang ist und ein Gewicht von 
43,8 kDa besitzt und die längere Variante aus 441 Aminosäuren besteht und ein 
Molekulargewicht von 49,8 kDa aufweist (Swiss-Prot: Q9BZV1). Das UBXD1-Gen ist hoch 
konserviert unter Eukaryonten (außer Fungi und Hefen, (75; 121)), sodass zwischen dem 
humanen und dem Maus-Gen eine Sequenzidentität von 80 % und eine Sequenzähnlichkeit von 
87 % besteht. UBXD1 wird ubiquitär exprimiert und besitzt in den stark regenerativen Testes 
und in Hirngewebe ein hohes Expressionsniveau (75; 115). UBXD1 kommt zur Hälfte in löslicher 
Form in Cytoplasma vor, während die andere Hälfte Membran-assoziiert im Mikrosomen-Pellet 
vorliegt (121). Desweiteren ist UBXD1 in Centrosomen lokalisiert und könnte somit an der 
Formierung von Aggresomen (perinukleare Kompartimente, die missgefaltete Proteine 
beinhalten) beteiligt sein (75). Die Struktur von UBXD1 besteht aus drei Bereichen: dem N-
Terminus in dem sich das VIM-Motiv befindet, der PUB-Domäne und der UBX-Domäne am C-
Terminus (Abb. 8, (75)).  
 
Abb. 8 Domänenstruktur von UBXD1 und p97 sowie deren interagierende Domänen. Oben: UBXD1 
(441 Aminosäuren) besitzt drei Domänen: das VIM-Motiv (52-63 AS), die PUB-Domäne (150-264 AS) sowie die UBX-
Domäne (335-411 AS). Unten: p97 (806 Aminosäuren) besitzt ebenfalls drei Domänen: die N-Domäne (1-187 AS), die 
D1-Domäne (209-460 AS) und die D2-Domäne (481-763 AS). Die Interaktion zwischen UBXD1 und der N-Domäne von 
p97 wird über das VIM-Motiv vermittelt, während die PUB-Domäne von UBXD1 an den C-Terminus von p97 bindet 
(Pfeile). 
 










UBXD1 und p97: 
Die Interaktion zwischen UBXD1 und p97 wird von dem VIM-Motiv und der PUB-Domäne 
vermittelt (75; 122). Das VIM-Motiv von UBXD1 (AQMAAAAALAR) bindet an die N-Domäne von 
p97 (111; 122). Die Bindung ist jedoch aufgrund des fehlenden vorderen Arginins (durch ein 
Alanin ersetzt) schwächer als für die übrigen VIM-Motiv-enthaltenen Kofaktoren, da die 
Interaktion hauptsächlich nur noch über Wasserstoffbrückenbindungen vermittelt wird (112). 
Die PUB-Domäne von UBXD1 interagiert wie die übrigen Kofaktoren von p97 mit den letzten 
zehn Aminosäuren des C-Terminus von p97. 
Mutationen des VIM-Motivs und der PUB-Domäne führen zum Bindungsverlust an p97. Dies 
deutet darauf hin, dass beide Interaktionsstellen unabhängig voneinander funktionieren (111). 
Die Bindung der PUB-Domäne von UBXD1 an den C-Terminus ist dabei höher affin als die 
Bindung über das VIM-Motiv an die N-Domäne von p97 (112). Im Gegensatz zu den übrigen 
PUB-Domänen ist das Arg 55, welches die Interaktion der Carboxylgruppe des C-Terminus 
vermittelt, in UBXD1 nicht konserviert und durch ein Lysin ersetzt. Dieses Lysin könnte 
aufgrund der fehlenden Aminogruppe sterisch zu einer besseren Bindung der PUB-Domäne an 
p97 führen (113). 
Die UBX-Domäne von UBXD1 interagiert nicht mit der N-Domäne von p97, da in der Bindestelle 
das Phenylalanin durch ein Glycin substituiert ist und das darauf folgende Prolin fehlt (75). 
Das molare Verhältnis von UBXD1 und dem p97-Hexamer-Protein beträgt in HeLa-Zellen etwa 
1:1 (12 nM UBXD1 zu 11,5 nmol p97-Hexamer, (75)). Wohingegen in vitro-Studien ein 
Komplexverhältnis von drei Molekülen UBXD1 an ein p97-Hexamer gezeigt haben. 
Über die Auswirkung der Bindung von UBXD1 an p97 ist bis heute wenig bekannt. Es konnte 
lediglich gezeigt werden, dass die Bindung von UBXD1 weder Auswirkungen auf das 
Expressionsniveau von p97 hat noch die ATPase-Aktivität von p97 beeinflusst (75). UBXD1 hat 
wahrscheinlich einen regulatorischen Einfluss auf das ERAD-System (ER-assoziierter 
Proteinabbau, Proteasom-unabhängig), da sowohl die Überexpression als auch knock down-
Studien Störungen in diesem System hervorrufen (121). Desweiteren interagiert UBXD1 mit ER-
ständigen Proteinen wie ERGIC-53 (123) und reguliert die endolysosomale Sortierung von 
Proteinen in einem ternären Komplex mit p97 und Caveolin-1 (49). 
 
UBXD1 und weitere Kofaktoren: 
Desweiteren ist bekannt, dass UBXD1 und p47, ein weiterer gut untersuchter p97-Kofaktor, 
einen ternären Komplex mit p97 bilden können. Die direkte Interaktion zwischen UBXD1 und 
p47 wurde bereits ausgeschlossen (75; 121). Diese Komplexbildung ist jedoch nur möglich, da 
UBXD1 neben dem Np97-bindenden VIM-Motiv auch die PUB-Domäne besitzt, die den C-
Terminus von p97 bindet. Damit ist die Bindestelle in der N-Domäne für p47 weiterhin 
zugänglich (122). 
Im Gegensatz zu p47 scheint der Kofaktor Ufd1(-Npl4) mit UBXD1 um die gleiche Bindungsstelle 
an p97 zu konkurrieren, da gezeigt werden konnte, dass die Bindung zwischen Ufd1 und p97 mit 
steigender UBXD1-Expression reduziert werden konnte (121). Es scheint demnach keine 






bekannt ist (100). Eine direkte Interaktion zwischen Ufd1 und UBXD1 ist ausgeschlossen (121), 
wohingegen beispielsweise eine direkte Interaktion zwischen Ufd1 und dem VIM-Motiv-
enthaltenden gp78 gezeigt werden konnte (21; 124). 
Desweiteren wurde eine Interaktion zwischen dem ER-Membranprotein ERGIC-53 und UBXD1 
beschrieben, die Ubiquitin-unabhängig ist, jedoch der enzymatischen Aktivität von p97 bedarf. 
ERGIC-53 bildet ein ER-ständiges Hexamer, dessen Hauptteil ins Lumen des ER zeigt. Die 
Interaktion zu UBXD1 soll über die 12 cytosolischen C-terminal gelegenen Aminosäuren von 
ERGIC-53 sowie den ersten zehn N-terminalen Aminosäuren von UBXD1 erfolgen. Eine 
Interaktion von ERGIC-53 mit anderen UBX-Domänen-enthaltenen Kofaktoren von p97 konnte 
nicht nachgewiesen werden (123). 
Neben ERGIC-53 bildet UBXD1 auch mit N-terminal ubiquitinyliertem Caveolin-1 und p97 einen 
ternären Komplex, der für UBXD1 spezifisch ist und weder mit p47 noch mit Ufd1-Npl4 zustande 
kommt (25; 49). Die Bildung dieses ternären Komplexes kann durch die IBMPFD-assoziierten 
Mutationen in p97 oder einem knock down von UBXD1 gestört werden. Als Folge dessen kommt 
es zu leeren Vesikeln, die nicht angesäuert sind und der Stagnierung von unmodifiziertem 




p97 ist eine ubiquitäre ATPase mit zahlreichen diversen Funktionen, die durch ein großes 
Netzwerk an Kofaktoren ermöglicht werden (Kap. 1.1.1). Es ist bekannt, dass p97-Missense-
Mutationen im Interface zwischen der N- und der D1-Domäne in Menschen IBMPFD (Inclusion 
body Myopathie assoziiert mit der Padget-Knochenkrankheit und einer frontotemporalen 
Demenz) verursachen (42). Obwohl p97 eine so wichtige Rolle in der Zelle übernimmt, 
entwickeln sich IBMPFD-Patienten bis zu ihrem 40./50. Lebensjahr normal und haben eine 
Lebenserwartung von 50 bis 60 Jahren. Die Ursache besteht in der geringen Veränderung der 
Kofaktoreninteraktion sowie der ATPase-Aktivität von p97 trotz der Missense-Mutationen. 
Während die zellulären Defekte bereits gut beschrieben worden sind (34; 48; 125; 126), ist der 
molekulare Mechanismus dieser Krankheit noch wenig verstanden. Neueste Studien haben 
gezeigt, dass die Interaktion zwischen p97 und den meisten seiner Kofaktoren durch die 
IBMPFD-assoziierten Mutationen nicht beeinträchtigt ist, mit Ausnahme von UBXD1 und PLAA 
(49). UBXD1 ist an der Ubiquitin-abhängigen Membransortierung und am Proteinabbau in 
Lysosomen beteiligt. Eine Störung der Interaktion zwischen p97 und UBXD1 führt folglich zu 
vergrößerten Endosomen mit Fehlfunktionen. Dadurch kommt es zur Anhäufung von 
fehlgefalteten Proteinen, die neurodegenerative Erkrankungen verursachen (40; 41). Obwohl 
UBXD1 offenbar eine Rolle in der Pathogenese von IBMPFD-Patienten spielt, ist die Interaktion 
zwischen p97 und UBXD1 unzureichend verstanden. UBXD1 bindet über seine PUB-Domäne an 
den C-Terminus von p97 (75; 122). Zusätzlich besitzt UBXD1 ein VIM-Motiv im N-Terminus, das 
die N-Domäne von p97 bindet (111; 122). UBXD1 nimmt eine Sonderstellung unter den p97-






binden kann. Die übrigen Kofaktoren besitzen meistens eine Bindedomäne für die N-Domäne 
oder den C-Terminus von p97. Für die PUB-Domäne von UBXD1 ist die Interaktion mit p97 
bereits hinreichend beschrieben worden (66; 111; 113). Für den N-Terminus von UBXD1 
hingegen gibt es lediglich einige pull down-Assays und Kristallstrukturen von Proteinen mit 
ähnlichen VIM-Motiven (75; 111; 112). Der N-Terminus von UBXD1 ist unter seinen Homologen 
zwar stark konserviert (75), was die Wichtigkeit des N-Terminus von UBXD1 unterstreicht. 
Andererseits gibt es keine homologen Sequenzen in anderen Kofaktoren von p97, was für eine 
sehr individuelle Funktion des N-Terminus von UBXD1 spricht. Desweiteren besitzt UBXD1 zwar 
ein VIM-Motiv, Studien haben jedoch gezeigt, dass das vordere Arginin der Konsensussequenz 
durch ein Alanin (Ala 52) ersetzt ist und die Affinität des VIM-Motivs von UBXD1 schlechter ist 
als die Affinität der VIM-Motive anderer Kofaktoren (111; 112). Anhand dessen lässt sich 
vermuten, dass es für den N-Terminus einen veränderten Bindemechanismus als für die übrigen 
VIM-Motiv-enthaltenen Kofaktoren von p97 geben könnte. Daher soll im Rahmen dieser Arbeit 
statt des isolierten VIM-Peptids der Einfluss des gesamten N-Terminus von UBXD1 (1-133 AS) 
auf p97 untersucht werden.  
In einem ersten Schritt sollen dazu verschiedene UBXD1-Konstrukte des N-Terminus kloniert 
sowie dessen Expression und Reinigung etabliert werden. Anschließend soll ein Strukturmodell 
mit Hilfe von NMR-Studien (Analyse der Flexibilität und Wasserstoffbrückenbindungen), CD-
Spektren und Mutationsstudien entwickelt werden. Dieses Strukturmodell soll durch das 
Erstellen von Sequenz-basierten und NMR-Shift-basierten Modellen verglichen und ergänzt 
werden. Desweiteren soll die Interaktion des gesamten N-Terminus mit der N-Domäne von p97 
NMR-spektroskopisch auf atomarer Ebene untersucht werden, um eine mögliche Ursache für die 
geringe Affinität des VIM-Motivs von UBXD1 zur N-Domäne von p97 aufklären zu können. 
Darüber hinaus soll ebenfalls NMR-spektroskopisch geprüft werden, ob der N-Terminus auch 
mit weiteren Domänen von p97 interagiert. Neben der atomaren Untersuchung sollen 
Fluoreszenz-spektroskopische Messungen zur Bestimmung der Affinität der Interaktionen 
durchgeführt werden. Nachdem die Interaktion zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und den 
einzelnen Domänen von p97 untersucht worden ist, soll der Einfluss des N-Terminus von UBXD1 
auf die Konformation und den Multimerisierungsgrad von p97 geklärt werden. Die aus diesen 
Experimenten gewonnen Erkenntnisse sollen Aufschlüsse darüber geben, wie der N-Terminus 
von UBXD1 die ATPase-Aktivität von p97 reguliert, was mit einem NADH-gekoppelten ATPase-
Assay überprüft werden soll. Langfristig sollen die unterschiedlichen Rollen beider Bindestellen 







2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1. MATERIALIEN 
2.1.1.    Chemikalien 
Im Folgenden werden alle während dieser Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet (Tab. 5). 
Die verwendeten Abkürzungen müssen nicht der üblichen Nomenklatur entsprechen. 
 
Tab. 5 Verwendete Chemikalien. 
NOMENKLATUR ABKÜRZUNG HERSTELLER 
2,2-Dimethyl-2-silapentane-5-sulfonat DSS Sigma-Aldrich, Steinheim 
β-Mercaptoethanol  Roth, Karlsruhe 
Adenosintriphosphat ATP Roth, Karlsruhe 
Agar  Roth, Karlsruhe 
Agarose, NEO Ultra Roth, Karlsruhe 
Ammoniumchlorid, 15N 15NH4Cl Cambrige Isotope Laboratories, 
Andover 
Ammoniumpersulfat APS Roth, Karlsruhe 
Ampicillin, Natriumsalz Amp Roth, Karlsruhe 
Aqua bidestillatus  A. bidest.  
Bis(2-hydroxyethyl)amino- 
           tris(hydroxymethyl)methan 
Bis-Tris AppliChem, Darmstadt 
Borsäure H3BO3 Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau  Roth, Karlsruhe 
Buffer green® DNA-Polymerase, 10x Thermo Scientific, Darmstadt 
Buffer green® Restriktionsenzyme, 10x Fermentas, St. Leon-Rot 
Thiaminchlorid-Hydrochlorid Vitamin B1 Merck, Darmstadt 
Calciumchlorid Dihydrat CaCl2 · 2 H2O Roth, Karlsruhe 
Cobalt(II)-chlorid Hexahydrat CoCl2 · 6 H2O Fluka, Buchs 
Cholesterol Roth, Karlsruhe 
Coomassie Brillant Blue G250 Fluka, Buchs 
Desoxynukleosidtriphosphate, 10 mM dNTP Metabion, Martinsried 
deuteriertes Wasser, 99 % D2O Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4 Roth, Karslruhe 
Dimethylsulfoxid DMSO Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4 Roth, Karlsruhe 
Dithiothreitol DTT Roth, Karlsruhe 
Eisen(III)-citrat C6H5FeO7 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Essigsäure  Caldic, Düsseldorf 
Ethanol  Caldic, Düsseldorf 
Ethylendiamintetraessigsäure,  
           Eisensalz-Dihydrat 
EDTA Roth, Karlsruhe 
Fleischextrakt  Fluka, Buchs 








Glukose, 13C  Cambridge Isotope Laboratories, 
Andover 
Glutathion, reduziert GSH Roth, Karlsruhe 
Glycerin, 87 %  AppliChem, Darmstadt 
Glycin, molecular biology grade AppliChem, Darmstadt 
Guanidinhydrochlorid GuCl Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt  AppliChem, Darmstadt 
Imidazol  Fluka, Buchs 
Isopropanol  Caldic, Düsseldorf 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid IPTG AppliChem, Darmstadt 
Kaliumchlorid KCl Roth, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Roth, Karslruhe 
Kanamycinsulfat  Roth, Karlsruhe 
Kupfer(II)-chlorid CuCl2 · 2 H2O Sigma, Steinheim 
Liposomenextrakt aus Rinderhirn,  
            Folch Fraction I 
 Sigma, Steinheim 
Lysin, L-Form  Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid MgCl2 · 6 H2O Roth, Karlsruhe 
Magnesiumsulfat MgSO2 · H2O Fluka, Buchs 
Mangan(II)-chlorid MnCl2 · 4 H2O Fluka, Buchs 
Midori Green  Nippon Genetics Europe GmbH, 
Düren 
Milchpulver  Grema Reform 
Natriumbicarbonat NaHCO3 Fluka, Buchs 
Natriumcholat  AppliChem, Darmstadt 
Natriumchlorid NaCl Roth, Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat NaH2PO4 Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat, ultra pure SDS Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid NaOH Roth, Karlsruhe 
Natriummolybdat Na2MoO4 · 2 H2O Roth, Karlsruhe 
Natriumselenit Na2SeO3 · 5 H2O Fluka, Buchs 
Nickel(II)-chlorid NiCl2 · 6 H2O Roth, Karlsruhe 
Nicotinamidadenindinukleotid,         
           Dinatriumsalz 
NADH Roth, Karlsruhe 
Oleoylpalmitoylglycerophosphocholin POPC Sigma, Steinheim 
Oleoylpalmitoylglycerophosphoglycerol- 
           ammoniumsalz 
POPG Sigma, Steinheim 
Pepton  Fluka, Buchs 
Phenylmethylsulfonylfluorid PMSF Serva, Heidelberg 
Phosphoenolpyruvat, Kaliumsalz PEP Sigma, Steinheim 
Primer Sequenzen siehe 
Anhang 
Metabion, Martinsried 
Reaktionspuffer, T4-Ligase Metabion, Martinsried 
Rotiphorese® Gel 30 AA/Bis Roth, Karlsruhe 
Rubidiumchlorid RbCl2 Sigma, Steinheim 
Salzsäure, 37 % HCl AppliChem, Darmstadt 
Tetramethylethylendiamin TEMED Roth, Karlsruhe 




Tris(hydroxymethyl)-aminomethan,  Tris AppliChem, Darmstadt 
Trypton  AppliChem, Darmstadt 
Tween 20  Roth 
Wasser, Nuklease-frei   
Zinksulfat ZnSO4 · 7 H2O Roth, Darmstadt 
 
2.1.1. DNA- und Proteinmarker  
 
Als DNA-Marker für die Agarosegele wurden der mi-100 bp+ DNA Marker Go (Metabion, Abb. 
1, A) und der mi-1 kb(-) DNA Marker Go (Metabion, Abb. 1, B) verwendet. Als Marker für die SDS-
PAGE wurde der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Abb. 1, C) und der 
Mark 12TM Unstained Standard (life technologies, Abb. 1, D) verwendet. 
 
Abb. 1 DNA- und Protein-Marker. Der mi-100 bp+ DNA Marker Go (A) und der mi-1 kb(-) DNA Marker Go (B) 
wurden für die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (C) und der 
Mark 12TM Unstained Standard (D) wurden für die SDS-PAGE verwendet. 
 
2.1.2. Puffer und Lösungen  
 
Im Folgenden sind die verwendeten Puffer und Lösung aufgelistet. Sofern nicht anders 
angegeben beziehen sich die Angaben zum pH bei Raumtemperatur. 
 
Anionaustausch-  20 mM Bis-Tris  pH 6,6 (4 °C) 
Startpuffer 
 
Anionaustausch-  20 mM Bis-Tris   





















































DNA- und Proteinmarker 





Coomassie-Färbelösung 1,25 g Coomassie Brillant Blue G250 
    227 ml Ethanol 
    227 ml A. bidest. 
    46 ml Essigsäure 
     
Coomassie-Entfärber  50 ml Essigsäure 
    75 ml Ethanol 
    875 ml A. bidest.     
 
Calcium-Lösung   10 mM Tris-HCl 
    50 mM CaCl2 
    10 mM RbCl2 
    15 % (v/v) Glycerin  pH 8,0 
 
Gelfiltrationspuffer  50 mM KH2PO4 
    50 mM K2HPO4 
    150 mM KCl   pH 6,5 
 
GST-Waschpuffer  20 mM Tris-HCl 
    150 mM NaCl   pH 7,4 
 
GST-Hochsalzpuffer  20 mM Tris-HCl 
    500 mM NaCl   pH 7,4 
 
GST-Elutionspuffer  20 mM Tris-HCl 
    150 mM NaCl  
    20 mM GSH   pH 7,4 
 
His-Äquilibrationspuffer 10 mM Imidazol 
    50 mM NaH2PO4 
    300 mM NaCl   pH 8,0 
 
His-Elutionspuffer  500 mM Imidazol 
    50 mM NaH2PO4 
    300 mM NaCl   pH 8,0 
 
His-Waschpuffer  20 mM Imidazol 
    50 mM NaH2PO4 
    300 mM NaCl   pH 8,0 
 
Liposomenbindepuffer 20 mM Tris-HCl 
    150 mM NaCl 
    3 mM DTT   pH 7,6 
 
Niedrigsalzpuffer  20 mM Tris-HCl 
    50 mM NaCl   pH 7,4 
 





NMR-Puffer (50 mM KPi) 50 mM KH2PO4   
    50 mM K2HPO4  pH 6,5 (UBXD1-Konstrukte) 
        pH 7,2 (p97-Konstrukte) 
 
NMR-Standard   50 mM KPi    
    30 mM DSS   pH 6,5 
 
PBST-Puffer   1,5 mM KH2PO4 
    8,1 mM Na2HPO4 
    2,7 mM KCl 
    137 mM NaCl     
    0,05 % Tween   pH 7,4 
 
PMSF-Lösung   100 mM PMSF 
 
Sammelgelpuffer  500 mM Tris-HCl  pH 6,8 
 
SDS-Probenpuffer (2x) 125 mM Tris-HCl 
    50 % Glycerin 
    10 % SDS 
    14 mM β-Mercaptoethanol 
    0,01 % Bromphenolblau 
 
SDS-Laufpuffer  25 mM Tris-HCl 
    0,1 % SDS 
    250 mM Glycin 
     
TAE-Puffer    40 mM Tris-Acetat 
    1 mM EDTA 
 
Trenngelpuffer  1,5 M Tris-HCl   pH 8,8 
 
Tris-Puffer   100 mM Tris-HCl  pH 8,0 
 
TS2 (50x)   700 mg ZnSO4 · 7 H2O 
    30 mg MnCl2 · 4 H2O 
    300 mg H3BO3 
    200 mg CoCl2 · 6 H2O 
    200 mg NiCl2 · 6 H2O 
    10 mg CuCl2 · 2 H2O 
    900 mg Na2MoO4 










2.1.4. Nährmedien und Antibiotika 
 
Sofern nicht anders angegeben beziehen sich folgende Angaben auf 1 Liter des jeweiligen 
Mediums. Alle Medien wurden direkt nach der Herstellung autoklaviert. 
 
LB-Medium   10 g Trypton 
    5 g Hefeextrakt 
    10 g NaCl   pH 7,0 
 
LB-Platten   500 ml LB-Medium 
    7,5 g Agar 
 
M9-Medium   6.84 g Na2HPO4 
    3 g KH2PO4 
    0,5 g NaCl 
    1 g 15NH4Cl    autoklavieren 
nach dem Autoklavieren: 2 ml MgSO4 (1 M) 
    2 ml TS2 (50x) 
    100 µl CaCl2 (1M) 
    1 mg Vitamin B12 
    2,45 mg Fe(III)Citrat 
    4 g Glukose 
 
Nutrient-Medium  5 g Pepton 
    3 g Fleischextrakt 
 
SOC-Medium   20 g Trypton  
    5 g Hefeextrakt 
    10 mM NaCl 
    2,5 mM KCl 
    10 mM MgCl2 
    10 mM MgSO4 
    20 mM Glukose     
 
Ampicillin-Stock  100 mg/ml in A. bidest. 
Kanamycin-Stock  50 mg/ml in A. bidest. 
 
2.1.5. Bakterienstämme  
 
Für die Vervielfältigung von Plasmiden wurden Shox-Zellen verwendet. Zur Expression der 








Tab. 6 Verwendete Bakterienstämme. 
STAMM GENOTYP HERSTELLER 
Shox-Zellen F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) ф80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 endA1 ara Δ139 Δ(ara, 
leu)7697 galU galK rpsL(StrR) nupG λ- 
Bioline, Luckenwalde 
BL21(DE3)T1r F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm λ(DE3) tonA Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
2.1.6. Plasmide  
 
Für die Klonierungen wurde der Vektor pET41b(+) verwendet (Merckbioscience). Dieser wurde 
so modifiziert, dass eine PreScission-Schnittstelle, einschließlich einer ApaI-Schnittstelle, nach 
dem GST-Tag in der multiple cloning site zwischen BamHI und SacII eingeführt wurde. Dies hat 
den Vorteil, dass die Proteine nach dem Schneiden mit der PreScission-Protease lediglich ein 
zusätzliches Glycin und ein Prolin am N-Terminus aufweisen. Die ursprüngliche ApaI-
Schnittstelle in dem pET41b(+) bei 2135 bp wurde mutiert (Abb. 10). 
 
Abb. 10 Vektorkarte des modifizierten pET-41b(+). Die ApaI-eigene Schnittstelle des Vektors (rot markiert) 
wurde mutiert und zwischen SacII (grün markiert) und BamHI (blau markiert) eine PreScission-Schnittstelle 
eingefügt. Die Sequenz dieser Schnittstelle, einschließlich einer neuen ApaI-Schnittstelle ist rechts dargestellt.  
Karten von Vektoren mit Konstrukten, die von P. Freemont (Imperial College, London) und 
H. Meyer (ZMB, Essen) ausgehändigt wurden, aber mit denen nicht kloniert worden ist, sind dem 
Anhang 8.2 zu entnehmen. 
 
2.1.7. Enzyme und Antikörper 
 
Im Folgenden sind alle verwendeten Enzyme (Tab. 7) und Antikörper (Tab. 8) aufgelistet. Alle 
Enzyme und Antikörper wurden bei -20 °C gelagert. 
pET-41b(+)
(5318bp)





Tab. 7 Verwendete Enzyme. 
ENZYM HERSTELLER 
ApaI Fermentas, St. Leon-Rot 
DreamTaqTM Green DNA-Polymerase Thermo Scientific über VWR, Darmstadt 
Lysozym Fluka, Buchs 
PreScission-Protease eigene Herstellung 
Pyruvatkinase/Laktatdehydrogenase Sigma-Aldrich, Steinheim 
T4-Ligase Metabion, Martinsried 
Trypsin Sigma-Aldrich, Steinheim 
XhoI Fermentas, St. Leon-Rot 
 
Tab. 8 Verwendete Antikörper. 
ANTIKÖRPER EIGENSCHAFTEN HERSTELLER 
Erstantikörper GST-Tag Maus, monoklonal, 1:500 Sigma, Steinheim 
Erstantikörper 6xHis-Tag Maus, monoklonal, 1:1000 Qiagen, Hilden 
Zweitantikörper Maus anti-Maus IgG, monoklonal, 1:10.000 Amersham, London 
 
2.1.8. Verbrauchsmaterialien und Kits 
  
Im Folgenden sind wichtige Verbrauchsmaterialien und die verwendeten Kits aufgelistet (Tab. 9 
und Tab. 10). 
 
Tab. 9 Verwendete Verbrauchsmaterialien. 
VERBRAUCHSMATERIAL HERSTELLER 
Falkons, 15 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Falkons, 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 
HiTrap Q HP GE Healthcare, Uppsala 
Nitrocellulose-Membran (Protran®) Whatman, Dassl 
NMR-Röhrchen Schott Economics, Mainz 
PCR-Reaktionsgefäße, 200 µl Sarstedt, Nümbrecht 
Petri-Schalen Waldeck, Münster 
Pipettenspitzen, 10 µl Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen, 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen, 200 µl Sarstedt, Nümbrecht 
Protein G-Agarose Roche, Mannheim 
Protino® Glutathione Agarose 4B Macherey & Nagel, Düren 
Protino® Ni-NTA-Agarose Macherey & Nagel, Düren 
Sterilfilter, 0,22 µm Millipore, Tullagreen 
Superdex 200 10/300 GL GE Healthcare, Uppsala 
Superdex 75 16/600, 26/600 GE Healthcare, Uppsala 
Reaktionsgefäße, 0,5 ml Greiner bio-one, Essen 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml Greiner bio-one, Essen 
Reaktionsgefäße, 2,0 ml Greiner bio-one, Essen 





Reaktionsgefäße, 1,5 ml (Ultrazentrifuge) Beckman Coulter, Palo Alto 
Röntgenfilm CL-Xposure Thermo Scientific, Rockford 
AmiconTM Ultra, 15 ml, 3k/10k/30k MWCO Millipore, Tullagreen 
 
Tab. 10 Verwendete Kits. 
KIT VERWENDUNG HERSTELLER 
Lightning QC site-directed 
Mutagenesis Kit  
site-directed Mutagenese Agilent, Santa Clara 
Nucleo Spin Extract II Kit DNA-Reinigung aus Gelen und PCR-
Ansätzen 
Macherey & Nagel, Düren 
Nucleo Spin Plasmid Kit Reinigung von Plasmid-DNA  Macherey & Nagel, Düren 
Pierce ECL-Plus-Kit Western Blot Substrat Thermo Scientific, Rockford 
Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit  site-directed Mutagenese New England Biolabs, 
Ipswich 
 
2.1.9. Geräte und Software  
 
Im Folgenden sind alle verwendeten Geräte aufgelistet (Tab. 11). Kleingeräte, die nicht 
aufgelistet worden sind, gehören zur üblichen Laborausstattung. 
 
Tab. 11 Verwendete Geräte und Software. 
GERÄT/SOFTWARE BEZEICHNUNG HERKUNFT 
Agarosegel-Analyzer BioDoc Analyze Biometra, Göppingen 
Brutschrank BD53 Binder, USA 
CD-Spektrometer J-710 Jasco, Gross-Umstadt 
CD-Küvetten Quarzküvetten Suprasil 110-QS, 0.1 mm Hellma Analytics, Müllheim 
Cleanbench HERA safe Thermo Scientific, 
Langenselbold 
DNA-Gelapparatur Mini Subcell GT BioRad, Berkeley 
Elektroporationsgerät MicroPulser Electroporator BioRad, Berkeley 
Elektroporationsküvette Elektroporationsküvetten, 0.2 cm BioRad, Berkeley 
Entwickler für Röntgenfilme Cawomat 2000 Cawo, Schrobenhausen 
Fluoreszenz-Spektrometer Cary Eclipse Agilent Technologies, 
Waldbronn 
Fluoreszenz-Küvetten Quarzküvette Suprasil 105.251-QS, 3×3 
mm, 15 mm Zentrumshöhe 
Hellma Analytics, Müllheim 
FPLC BioLogic DuoFlow F10 BioRad, Berkeley 
SDS-Gel-Schüttler Duomax 1030 Heidolph, Schwabach 
Großraumzentrifuge Avanti JE, JLA 9.100 Beckmann, Palo Alto 
Magnetrührer MR 3000 Heidolph, Schwabach 
Mikrowelle  Sharp 
Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer Peqlab, Erlangen 
NMR-Spektrometer Bruker Ultrashield 700-NMR  Bruker BioSpin, Fällanden 
PCR-Cycler T 3000 Thermocycler Biometra, Göppingen 
Rotor  Rotator SB2 Stuart, Staffordshire 
Scanner Scanjet 8200 hewlett packard, China 






Spannungsgeber PowerPac basic BioRad, Berkeley 
Thermoschüttler Thermoschüttler HT Infors, Bottmingen 
Tisch-Thermoschüttler Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
Tisch-Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 
Ultraschallgerät Sonoplus Bandelin, Hamburg 
Ultrazentrifuge Ultrazentrifuge, 45Ti Beckmann, Palo Alto 
Ultrazentrifuge, Eppis Optima Max-XP, SS-34 Beckmann, Palo Alto 
UV/Vis-Spektrometer Cary 100 Bio Agilent Technologies, 
Waldbronn 
UV/Vis-Küvetten Quarzküvetten Suprasil 104-QS, 10 mm Hellma Analytics, Müllheim 
Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 
   
Cary Eclipse Bedienung Fluoreszenz-Spektrometer  
Cary WinUV Bedienung UV/Vis-Spektrometer 
CCPN Auswertung NMR-Spektren 
GraphPadPrism Auswertung Fluoreszenz-Messungen 
Pymol Darstellung Strukturen  
SpectraManager 1/2 Analyse CD-Spektren  
Topspin 3.0 Bedienung NMR-Spektrometer, Prozessierung NMR-Spektren 
What if-YASARA Homologie-Modell und MD-Simulation 
 
2.2.  MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
2.2.1. Klonierung  
 
Zur Untersuchung der Struktur des N-Terminus von UBXD1 sowie zur Charakterisierung der 
Interaktion zwischen UBXD1 und Np97 wurden DNA-Konstrukte verschiedener Größe mittels 
Klonierung hergestellt. Dazu wurde das gewünschte Konstrukt durch eine PCR amplifiziert, 
verdaut und anschließend in den mit den gleichen Restriktionsenzymen behandelten Vektor 
ligiert.  
 
Amplifizierung des Inserts mittels PCR: 
Zuerst wurde ein PCR-Reaktionsgemisch unter der Cleanbench auf Eis angesetzt (Tab. 12, HERA 
safe, Thermo Scientific) und anschließend ein PCR-Programm durchgeführt (Tab. 13, T 3000 
Thermocycler, Biometra). 
 
Tab. 12 PCR-Ansatz zur Insert-Amplifizierung. Die verwendeten Primer und die Original-DNA für das jeweilige 
Konstrukt sind im Anhang 8.3 aufgeführt. 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
Original-DNA 1 2 ng/µl 
forward-Primer 5 1 µM 
reverse-Primer 5 1 µM 
dNTPs (10 mM) 2,5 0,5 mM 
Buffer green (10x) 5 1x 
DMSO 0,5 1 % 
DreamTaq DNA-Polymerase 1 5 U 
Nuklease-freies Wasser 30  






Tab. 13 Programm für den PCR-Cycler zur Amplifizierung des Inserts. Die Annealing-Temperatur der 
verwendeten Primer ist dem Anhang 8.3 zu entnehmen. Die Elongationsdauer wurde der Größe des Konstruktes 
entsprechend angepasst. 
Zyklen  Temperatur [°C] Dauer [sec] 
 initiale Denaturierung 95 120 
3x Denaturierung 95 30 
 Annealing Tm - 9 °C 30 
 Elongation 72 30/500 bp 
30x Denaturierung 95 30 
 Annealing Tm - 6 °C 30 
 Elongation 72 30/500 bp 
 Terminale Elongation 72 600 
 
Nach der PCR wurde das Gemisch auf ein 1,2 %iges Agarosegel in TAE-Puffer aufgetragen und 
bei 80 Volt so lange laufen gelassen (Mini Subcell GT und PowerPac basic, BioRad), bis die 
untere gelbe Bande (50 bp) des Buffer green® den Rand des Agarosegels erreicht hat. Die DNA 
wurde mit Midori Green sichtbar gemacht. Anschließend wurde die Bande ausgeschnitten und 
aus dem Gel gereinigt (Nucleo Spin Extract II Kit, Macherey & Nagel).  
 
Restriktion: 
Danach wurden sowohl das Insert (PCR-Produkt) als auch der Vektor mit den gleichen 
Restriktionsenzymen (Fast Digest, Fermentas) verdaut (Tab. 14). 
 
Tab. 14 Ansatz zum Verdau des Inserts und des Vektors. Die verwendeten Restriktionsenzyme bei der 
entsprechenden Klonierung sind dem Anhang 8.4 zu entnehmen. 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
DNA x 0,04 µg/µl 
Restriktionsenzym A 1 1 FDU 
Restriktionsenzym B 1 1 FDU 
Buffer green (10x) 5 1x 
Nuklease-freies Wasser ad 50  
Gesamt 50  
 
Sofern nicht anders aufgeführt, wurden die Restriktionsansätze mit beiden Restriktionsenzymen 
für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf) und danach gereinigt 
(Nucleo Spin Extract II Kit, Macherey & Nagel).  
 
Ligation: 
Die benötigte Menge an Insert für eine Ligation im Verhältnis 1:3 (Vektor:Insert) wurde mit 
folgender Formel berechnet: 
                       
           
               
Anschließend wurden der Vektor und das Insert für 1 Stunde bei 16 °C ligiert (Tab. 15, 






Tab. 15 Ansatz zur Ligation von verdautem Insert und Vektor. 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
Vektor x 2,5 ng/µl 
Insert x siehe Formel 
T4-Ligase 0,5 125 U 
Puffer (10x) 2 1x 
Nuklease-freies Wasser ad 20  
Gesamt 20  
 
Nach der Ligation wurde 1 µl des Ligationsansatzes in elektrisch kompetente Shox-Zellen 
transformiert (Kap. 2.3.2), auf mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzten Agar 
ausplattiert und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank (BD53, Binder) inkubiert. 
 
Kolonie-PCR: Überprüfung richtiger Klone 
Zur Überprüfung, ob die entstandenen Kolonien auch ein Insert besaßen oder der Vektor nur 
religiert wurde, wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Dazu wurden einzelne Kolonien in 
jeweils 20 µl Nuklease-freiem Wasser resuspendiert und davon eine PCR durchgeführt (Tab. 16). 
 
Tab. 16 PCR-Ansatz zur Überprüfung richtiger Klone mittels Kolonie-PCR. 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
in Wasser gelöste Kolonie 10  
forward-Primer 2 0,5 µM 
reverse-Primer 2 0,5 µM 
dNTPs (10 mM) 2 0,5 mM 
Buffer green (10x) 4 1x 
DreamTaq DNA-Polymerase 0,5 2,5 U 
Nuklease-freies Wasser 30  
Gesamt 40  
 
Das PCR-Programm wurde entsprechend der PCR zur Amplifizierung des Inserts durchgeführt 
(Tab. 13, T 3000 Thermocycler, Biometra). Anschließend wurden die PCR-Kolonieansätze auf 
ein 1,2 %iges Agarosegel in TAE-Puffer aufgetragen (Mini Subcell GT und PowerPac basic, 
BioRad) und begutachtet (BioDoc Analyze, Biometra). Die Färbung der DNA erfolgte mit Midori 
Green. Von Kolonie-Ansätzen, die eine Bande auf gleicher Höhe und mit gleicher Intensität 
hatten wie die Positivkontrolle (PCR zur Amplifizierung des Inserts aus dem Ursprungsvektor), 
wurde mit den übrigen 10 µl der gelösten Kolonie eine Flüssigkultur angelegt und über Nacht 
bei 37 °C und 180 rpm inkubiert (Thermoschüttler HT, Infors). Am nächsten Tag wurde die 
Plasmid-DNA aus der Flüssigkultur isoliert (NucleoSpin Plasmid Kit, Macherey & Nagel) und zur 










2.2.2. site-directed Mutagenese 
 
Für den Austausch einzelner Aminosäuren wurde eine site-directed Mutagenese mit dem 
Ligthning QC site-directed Mutagenesis Kit von Agilent entsprechend des Manuals durchgeführt. 
Anschließend wurde 1 µl des Reaktionsansatzes in elektrisch kompetente Shox-Zellen 
transformiert, auf mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzten Agar ausplattiert und über 
Nacht bei 37 °C im Brutschrank (BD53, Infors) inkubiert. Von einigen der Kolonien wurden 
Flüssigkulturen zur Plasmid-DNA-Isolation angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 180 rpm 
inkubiert (Thermoschüttler HT, Infors). Anschließend wurde zur Überprüfung 1 µg der DNA zur 
Sequenzierung geschickt (GATC GmbH, Köln).  
Außerdem wurden einige Mutagenesen mit Hilfe des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit von 
NEB durchgeführt. Das Design der Primer erfolgte online mit dem NEBaseChanger. Die 
Mutagenese sowie die Transformation der Kit-eigenen kompetenten Zellen wurde entsprechend 
der Anleitung durchgeführt. Zur Überprüfung wurden einzelne Kolonien in Flüssigmedium zur 
Plasmid-Isolation angeimpft und über Nacht bei 180 rpm und 37 °C inkubiert (Thermoschüttler 
HT, Infors). Die Sequenzierung wurde durch GATC GmbH durchgeführt. 
 
2.3. MIKROBIOLOGISCHE METHODEN  
2.3.1. Herstellung kompetenter Zellen 
 
Für die Herstellung elektrisch kompetenter Shox-Zellen wurde zunächst eine über Nacht-Kultur 
in Antibiotika- und Salz-freiem Nutrient-Medium angelegt (Thermoschüttler HT, Infors). Am 
nächsten Tag wurden 5 ml der über Nacht-Kultur auf 500 ml-Hauptkultur (Nutrient-Medium) 
überimpft und bei 37 °C und 160 rpm bis zu einer OD von 0,8 wachsen gelassen 
(Thermoschüttler HT, Infors). Die folgenden Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen mit 
sterilen Lösungen unter der Cleanbench (HERA safe, Thermo Scientific). Die Zellen wurden für 
15 Minuten auf Eis inkubiert und danach für 15 Minuten bei 4000 xg und 4 °C abzentrifugiert 
(Centrifuge 5810R, Eppendorf). Das Zellpellet wurde in 500 ml vorgekühltem A. bidest. 
resuspendiert und erneut für 15 Minuten bei 4000 xg und 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5810R, 
Eppendorf). Das dabei entstandene Zellpelett wurde nun in 250 ml kalten A. bidest. 
aufgenommen und erneut für 15 Minuten bei 4000 xg und 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5810R, 
Eppendorf). Das hierbei entstandene Pellet wurde in 20 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert, 
erneut zentrifugiert (15 Minuten, 4000 xg, 4 °C, Centrifuge 5810R, Eppendorf) und darauf in 
0,5 ml 10 %igem Glycerin gelöst. Diese Zellsuspension wurde zu je 50 µl aliquotiert und nach 
dem Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei -80 °C bis zur Transformation gelagert. 
Für die Herstellung chemisch kompetenter BL21(DE3)T1r-Zellen wurde zunächst eine über 
Nacht-Kultur ohne Antibiotikum angelegt (Thermoschüttler HT, Infors). Am nächsten Tag 
wurden 2 ml der über Nacht-Kultur auf 200 ml Hauptkultur angeimpft und bei 37 °C und 
180 rpm bis zu einer OD von 0,6 schütteln lassen (Thermoschüttler HT, Infors). Anschließend 
wurden die Zellen für 5 Minuten bei 3000 xg und 4 °C abzentrifugiert (Centrifuge 5810R, 





Eppendorf). Sowohl das Anfahren als auch das Abbremsen der Zentrifuge erfolgten langsam 
(Stufe 1). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 45 ml kalter und steriler Calcium-
Lösung vorsichtig resuspendiert. Danach wurden die Zellen für 30 Minuten auf Eis inkubiert und 
erneut für 5 Minuten bei 3000 xg und 4 °C mit langsamen Anfahren und Abbremsen 
abzentrifugiert (Centrifuge 5810R, Eppendorf). Der Überstand wurde abermals verworfen und 
das Pellet in 2 ml Calcium-Lösung vorsichtig resuspendiert. Anschließend wurde die 
Zellsuspension zu je 50 µl aliquotiert, schockgefroren und bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert. 
 
2.3.2. Transformation kompetenter Zellen 
 
Die Transformation elektrisch kompetenter Shox-Zellen erfolgte mittels Elektroporation bei 
offener Flamme. Dafür wurde ein 50 µl-Aliquot Zellen für 10 Minuten auf Eis aufgetaut. 
Anschließend wurden die Zellen mit 1 µl aus dem Ligationsansatz (2-4 ng), der site-directed 
Mutagenese (1 ng) oder reiner DNA (50 ng) für 1 Minute auf Eis inkubiert. Danach wurde die 
Zellsuspension in eine gekühlte, sterile Elektroporationsküvette (0,2 cm Elektrodenabstand, 
BioRad) überführt und mit dem EC2-Programm (MicroPulser Electroporator, BioRad) gepulst. 
Nach erfolgter Elektroporation wurde die Zellsuspension in 200 µl SOC-Medium aufgenommen 
und die Zellen für 1 Stunde bei 37 °C und 400 rpm inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). 
Danach wurden 100 µl der transformierten Zellen auf eine LB-Agarplatte mit dem 
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert 
(BD53,  Binder). 
Die Transformation chemisch kompetenter BL21-Zellen erfolgte mittels Hitze-Schock bei offener 
Flamme. Dazu wurde ein 50 µl-Aliquot Zellen für 10 Minuten auf Eis aufgetaut. Danach wurden 
die Zellen mit 50 ng DNA für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein 
Hitzeschock für 45 Sekunden bei 42 °C im Heizblock (Thermomixer comfort, Eppendorf).  
Nachdem die Zellen nach dem Hitze-Schock für weitere 2 Minuten auf Eis mit der DNA inkubiert 
wurden, wurden diese in 200 µl LB-Medium aufgenommen und für 1 Stunde bei 37 °C und 
400 rpm inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). Im Anschluss wurde die gesamte 
Zellsuspension auf eine LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und 




Zur Optimierung der Expression wurde für einige Proteine ein Expressionstest durchgeführt, in 
dem Medium, Temperatur und Dauer der Expression untersucht wurden. Zuerst wurde eine 
über Nacht-Kultur des entsprechenden Konstrukts angelegt (Thermoschüttler HT, Infors). Am 
nächsten Tag wurden 200 ml LB-Medium mit einer OD von 0,1 angeimpft und bis zu einer OD 
von 0,8 bei 37 °C und 160 rpm wachsen gelassen (Thermoschüttler HT, Infors). Anschließend 
wurde die Zellsuspension auf 3 Kolben mit je 50 ml für die Inkubation bei drei verschiedenen 






E. coli-eigener Proteine ohne Induktion. Die Induktion wurde mit 200 µM IPTG durchgeführt. 
Nach Induktionsstart wurden nach 3 h, 6 h und über Nacht bei jeder Temperatur eine Probe mit 
je 5 ml entnommen. Die Zellen wurden für 20 min bei 4000 xg und 4 °C abzentrifugiert 
(Centrifuge 5810R, Eppendorf). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet bei -20 °C 
gelagert. Zur Auswertung des Expressionstests wurden die Pellets aufgetaut und in 2 ml 
Niedrigsalzpuffer gelöst. Anschließend wurden die Zellen für 3 x 30 Sekunden mit 30 % 
Intensität beschallt (Sonoplus, Bandelin). Bei Proben, die danach weiterhin eine Trübung 
aufwiesen, wurden noch zwei weitere Male mit je 30 Sekunden und 30 % Intensität mit 
Ultraschall behandelt. Anschließend wurden die lysierten Zellen für 60 Minuten bei 16.000 xg 
und 4 °C abzentrifugiert (Centrifuge 5415R, Eppendorf). Danach wurden Überstand und Pellet 
separiert und die Pellets in 500 µl Niedrigsalzpuffer resuspendiert. Für die Auswertung wurde 
von jedem Überstand und jedem Pellet jeder Probe 20 µl abgenommen und für die SDS-PAGE 




Expression in LB-Medium: 
Die Expression der UBXD1- und p97-Konstrukte erfolgte durch den E. coli-Expressionsstamm 
BL21(DE3)T1r. Dazu wurde aus einer einzelnen Kolonie bzw. einer Glycerin-Dauerkultur eine 
über Nacht-Kultur (100 ml LB-Medium) bei 37 °C und 160 rpm angelegt (Thermoschüttler HT, 
Infors). Am nächsten Tag wurde die Hauptkultur (1-4 l LB-Medium) mit einer OD von 0,15 
angeimpft. Die Zellen wurden nun so lange bei 37 °C und 160 rpm inkubiert (Thermoschüttler 
HT, Infors) bis diese eine OD von 0,8 erreicht hatten. Daraufhin wurde die Expression der 
UBXD1-Konstrukte mit 200 µM IPTG für 6 Stunden bei 30 °C und 160 rpm induziert. Die 
Induktion der p97-Konstrukte (Np97 und D1D2p97) erfolgte mit 200 µM IPTG mit einer 
anschließenden Expressionsdauer über Nacht für 16 Stunden bei 30 °C und 160 rpm. Nach der 
Expression wurden die Zellen für 20 Minuten bei 5.500 rpm und 4 °C abzentrifugiert (Avanti JE, 
JLA 9.100, Beckmann). Das Pellet aus einem Liter Medium wurde in 25 ml Niedrigsalzpuffer 
aufgenommen und resuspendiert. Anschließend wurden die Zellsuspensionen einer Expression 
gepoolt, mit 1 mM PMSF versetzt und bei -20 °C bis zur Reinigung gelagert. 
 
Expression in M9-Medium: 
Für NMR-spektroskopische Untersuchungen wurden die Proteine in Minimalmedium (M9-
Medium) mit den entsprechenden Isotopen exprimiert. Dazu wurde eine über Nacht-Kultur 
(100 ml LB-Medium) bei 37 °C und 160 rpm angelegt (Thermoschüttler HT, Infors). Am 
nächsten Morgen wurde eine Vorkultur (250 ml LB-Medium pro 1 l M9-Medium) mit einer OD 
von 0,15 angeimpft und bis zu einer OD von 0,8 bei 37 °C und 160 rpm (Thermoschüttler HT, 
Infors) wachsen gelassen. Anschließend wurden die Zellen für 15 Minuten bei 3000 rpm und 
Raumtemperatur vorsichtig abzentrifugiert (Avanti JE, JLA 9.100, Beckmann). Das Pellet wurde 
in 20 ml M9-Medium vorsichtig resuspendiert und danach die M9-Medium-Hauptkultur mit 






(Thermoschüttler HT, Infors). Die Induktion der Expression der UBXD1- und p97-Konstrukte 
sowie die Weiterbehandlung der Zellen erfolgte wie in LB-Medium. 
Für die Zuordnung der Lysine wurden diese unter anderem demarkiert. Dazu wurde 1 g/l Lysin 
dem Minimalmedium zugesetzt. Die Lysine werden daraufhin von E. coli unverändert in das 
Protein eingebaut und weisen demnach keine Isotopen-Markierung auf. Damit sind die Signale 
jener Lysine in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum nicht mehr sichtbar. 
 
2.4. BIOCHEMISCHE METHODEN  
2.4.1. Zellaufschluss  
 
Zum Aufschluss der BL21-Zellen nach der Expression wurde das eingefrorene Pellet unter 
Rühren (MR 3000, Heidolph) im Wasserbad aufgetaut. Anschließend wurden 300 mg Lysozym 
der Zellsuspension hinzugegeben und diese für 1 Stunde bei 4 °C unter ständigem Rühren 
inkubiert. Zusätzlich wurden die Zellen mit Ultraschall (Sonoplus, Bandelin) für 30 Sekunden bei 
60 % Intensität behandelt. Insgesamt wurden 8 Zyklen durchlaufen mit jeweils 1 Minute Pause, 
um ein Aufheizen der Zellsuspension und der damit verbundenen Proteinaggregation zu 
verhindern. Anschließend wurden die lysierten Zellen für 70 Minuten bei 35.000 rpm und 4 °C 
ultrazentrifugiert (Ultrazentrifuge, 45Ti, Beckmann). Vor der folgenden Proteinreinigung wurde 
der Überstand vorsichtig abgenommen und steril filtriert (0,22 µm, Millipore) um 
Schwebeteilchen und Aggregate zu entfernen. 
 
2.4.2. Proteinreinigung  
 
2.4.2.1. Reinigung der UBXD1-Konstrukte 
Die Reinigung der GST-UBXD1-Fusionsproteine erfolgte in zwei Schritten über eine GSH-
Affinitätschromatographie und einer anschließenden Gelfiltration an einer FPLC-Anlage 
(BioLogic DuoFlow F10, BioRad). Nach Aufschluss der Zellen und Filtration der löslichen 
Proteine (Kap. 2.4.1) wurde eine GSH-Säule (Protino® Glutathione Agarose 4B, Macherey & 
Nagel) mit diesem Proteingemisch beladen. Die Durchführung der Affinitätschromatographie 
erfolgte wie in Tab. 17 beschrieben, wobei über den gesamten Lauf die Extinktion bei 280 nm für 
die aromatischen Aminosäuren gemessen wurde. 
 
Tab. 17 Automatisiertes Programm zur Durchführung einer GST-Affinitätschromatographie. Der 
Probenauftrag variiert je nach Expressionsmenge (80 ml Probe/1 Liter Expressionsmedium). 
Schritt (Puffer) Volumen [ml] Flussrate [ml/min] 
Äquilibrierung 80 1 
Probenauftrag 80-280 0,5 
Waschen 30 1 
Hochsalz-Waschschritt 50 1 
Waschen 30 1 






Die Fraktionen des Peaks aus dem Elutionsschritt wurden gesammelt und auf 2 ml konzentriert 
(Amicon, 10.000 MWCO, Millipore). Nach Gebrauch wurde die Säule mit 6 M GuCl von etwaigen 
Proteinrückständen gereinigt. Anschließend erfolgte die Entfernung des GST-Tags des 
Fusionsproteins durch Inkubation mit der PreScission-Protease (1 µg Protease auf 1 mg 
Fusionsprotein) für 5 Stunden bei 4 °C. Danach wurde die Probe für 10 Minuten bei 16.000 xg 
und 4 °C abzentrifugiert (Centrifuge 5415R, Eppendorf), um nicht lösliche Proteinaggregate zu 
entfernen. 
Anschließend wurde eine Gelfiltration mit 1 ml/min in Gelfiltrationspuffer durchgeführt 
(Superdex 16/600 oder 26/600, GE Healthcare). Dabei wurde der Gelfiltrationssäule eine GSH-
Säule nachgeschaltet, um die bestmögliche Trennung zwischen GST und den UBXD1-
Konstrukten zu gewährleisten. Es wurde über den gesamten Lauf die Extinktion bei 280 nm für 
die aromatischen Aminosäuren und zusätzlich bei 214 nm für die Peptidbindung gemessen. 
Nach erfolgter Gelfiltration wurden die Fraktionen der verschiedenen Peaks mittels SDS-PAGE 
analysiert und jene Fraktionen konzentriert (3.000 MWCO, Millipore), die das entsprechende 
UBXD1-Konstrukt ohne GST und die minimale Menge an Abbauprodukten enthielt. Für die NMR-
Spektroskopie wurden die Proben in 50 mM KPi-Puffer (pH 6,5) umgepuffert. 
 
2.4.2.2. Reinigung der p97-Konstrukte 
Die Reinigung der His-getagten N-Domäne von p97 erfolgte in zwei Schritten mittels 
Anionenaustauschchromatographie (HiTrap Q HP, GE Healthcare) und anschließender Ni-NTA-
Affinitätschromatographie (Protino® Ni-NTA-Agarose, Macherey & Nagel) an einer FPLC-Anlage 
(BioLogic DuoFlow F10, BioRad). Nach Aufschluss der Zellen und Filtration der löslichen 
Proteine (Kap. 2.4.1) wurde ein Anionenaustauscher mit diesem Proteingemisch beladen. Der 
Start-Puffer hatte einen pH von 6.6, sodass Np97 mit dem darunter liegendem pI an die Säule 
gebunden hatte und dadurch im Eluat wieder zu finden war. Bei der 
Anionenaustauschchromatographie wurde darauf geachtet, dass die maximale Bindekapazität 
von 50 mg Protein pro Säule (5 ml) nicht überschritten wurde, sodass pro Reinigung mehrere 
Durchläufe notwendig waren (1 Durchlauf pro Liter Medium mit 15 ml Säulenvolumen). Die 
Durchführung der Anionenaustauschchromatographie erfolgte wie in Tab. 18 beschrieben, 
wobei über den gesamten Lauf die Extinktion bei 280 nm für die aromatischen Aminosäuren 
gemessen wurde. 
 
Tab. 18 Automatisiertes Programm zur Durchführung einer Anionenaustauschchromatographie. Der 
Probenauftrag wurde auf 45 ml Probe limitiert, um ein Überladen der Säule zu verhindern. 
Schritt (Puffer) Volumen [ml] Flussrate [ml/min] 
Äquilibrierung 60 1 
Probenauftrag max. 45 ml 1 
Waschen 30 2 
Elution 60 1,5 







Am Ende jeden Durchlaufs wurden die Anionenaustauscher-Säulen mit 2 M NaCl gewaschen, um 
etwaige Rückstände auf der Säule für den nächsten Durchlauf restlos zu beseitigen. Nach der 
Anionenaustauschchromatographie wurde der fraktionierte Elutionspeak im Verhältnis 1:7 mit 
dem His-Äquilibrationspuffer verdünnt, um den für die His-Reinigung notwendigen pH von > 7,0 
zu gewährleisten. Daraufhin erfolgte eine Ni-NTA-Affinitätschromatographie mit den in Tab. 19 
aufgelisteten Schritten. Die Elution erfolgte über einen Gradienten. Während des gesamten Laufs 
wurde die Extinktion bei 280 nm gemessen. 
 
Tab. 19 Automatisiertes Programm zur Durchführung einer Ni-NTA-Affinitätschromatographie. Der 
Probenauftrag variiert je nach Eluatmenge aus der Anionenaustauschchromatographie. 
Schritt (Puffer) Volumen [ml] Flussrate [ml/min] 
Äquilibrierung 50 1 
Probenauftrag 200-350 1 
Waschen 50 1 
Elutionsgradient: 
Äquilibrationspuffer 100 %  0 % 
Elutionspuffer 0 %  100 %  
200 1 
Reinigung (0,5 M NaOH) 30 1 
 
Der fraktionierte Elutionspeak der His-Reinigung wurde mittels SDS-PAGE auf 
Verunreinigungen untersucht und anschließend konzentriert (Amicon, 10.000 MWCO, 
Millipore). Für die NMR-Spektroskopie wurden die Proben in 50 mM KPi-Puffer (pH 7,2) 
umgepuffert. Nach jeder Reinigung wurde die Ni-NTA-Säule entsprechend des Handbuchs von 
Macherey & Nagel neu mit Ni-Ionen beladen (127). 
 
2.4.3. Proteinkonzentrationsbestimmung  
 
Nach jeder Reinigung wurde die Proteinkonzentration nach Lambert-Beer bestimmt. Dazu 
wurde jeweils mit 2,2 µl der Proteinlösung die Extinktion (E) am Nanodrop (ND 1000 
Spectrophotometer, Peqlab) bei 280 nm gemessen. Der Blank erfolgte gegen den 
entsprechenden Puffer. Anschließend wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetz die 
Molarität sowie die Konzentration bestimmt.  
          
 
   
         
                           
  
  
                      
Der Extinktionskoeffizient (ε) und das Molekulargewicht (MW) des jeweiligen Proteins sind dem 












Zur Analyse der Fraktionen aus den Reinigung sowie zur Überprüfung der Reinheit eines 
Proteins wurde eine SDS-PAGE (15 %) durchgeführt. Die dafür notwendigen Gele wurde 
entsprechend Tab. 20 selbst hergestellt.  
 
Tab. 20 Ansatz für die Herstellung der Trenn- und Sammelgele für die SDS-PAGE. 
 Trenngel (4x) Sammelgel (4x) 
AA/Bis 10 ml 850 µl 
A. bidest. 5,2 ml 3,5 ml 
Trenngelpuffer 4,4 ml 0 ml 
Sammelgelpuffer 0 ml 400 µl 
SDS (10 %) 200 µl 40 µl 
APS (10 %) 200 µl 40 µl 
TEMED 8 µl 4 µl 
 
Dazu wurde zuerst das Trenngel gegossen und während der einstündigen Aushärtung mit 
Isopropanol überschichtet. Anschließend wurde das Isopropanol abgenommen und das 
Sammelgel gegossen. Nach dem Aufsetzen eines 15-Taschen-Kamms wurde das Sammelgel für 
eine weitere Stunde trocknen gelassen. Bis zur Verwendung wurden die Gele feucht in 
Papiertücher eingewickelt bei 4 °C gelagert.  
Zur Beladung einer SDS-PAGE wurden die Proben zuvor mit 2x Probenpuffer versetzt und für 
5 Minuten bei 95 °C erhitzt (Thermomixer comfort, Eppendorf). Die verwendeten Marker sind 
dem Kapitel 2.1.2 zu entnehmen. 
Alle Gele wurden bei 120 Volt so lange laufen gelassen (XCell Mini Protean 3 und PowerPac 
basic, BioRad), bis die Coomassie-Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte. Anschließend 
wurde das Gel von den Glasscheiben vorsichtig abgelöst und mit der Coomassie-Lösung gefärbt. 
Dazu wurde das Gel in der Lösung für 1 Minute in der Mikrowelle (Sharp) erhitzt und danach 
15 Minuten geschüttelt (Duomax 1030, Heidolph). Zur Entfärbung wurde zuerst die Färbelösung 
entfernt und die Schale mit A. bidest. ausgespült und danach die Entfärber-Lösung 
hinzugegeben. Auch hier wurde das Gel in der Entfärber-Lösung für 1 Minute in der Mikrowelle 
erhitzt und anschließend für 15 Minuten auf dem Schüttler inkubiert. Der Vorgang des 
Entfärbens wurde so lange wiederholt bis das Gel ausreichend entfärbt war. Zur Dokumentation 
wurde das Gel eingescannt (Scanjet 8200, hp). 
 
2.4.5. Limitierte Proteolyse 
 
Um den Einfluss der Bindung des N-Terminus von UBXD1 auf die Konformation eines p97-
Hexamers zu untersuchen, wurde eine limitierte Proteolyse mit Trypsin durchgeführt (128). 
Dazu wurden folgende Reaktionsgemische (Tab. 21) angesetzt und bei 37 °C für 120 Minuten 







Tab. 21 Ansatz für die limitierte Proteolyse von p97 mit Trypsin. 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
p97 40 1 mg/ml 
Kofaktor x 1 mg/ml 
Trypsin 10 10 µg/ml 
KPi-Puffer (pH 6.5) ad 100  
Gesamt 100  
 
Neben UBXD1 wurde auch der Einfluss von p47 und ATPγS auf die p97-Konformation 
untersucht. Zur Analyse der Proteolyse wurde nach 120 Minuten 10 µl eines Ansatzes 
entnommen, mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C für 5 Minuten erhitzt. 
Anschließend wurde der Verdau von p97 in Gegenwart von UBXD1 mit einer SDS-PAGE 




Eine eventuelle Bindung des N-Terminus von UBXD1 an Membranen wurde mittels bovinen 
Liposomenextrakt aus Rinderhirn untersucht. Dazu wurden verschiedene Liposomen-
konzentrationen (0,02 mg/ml bis 2 mg/ml) mit 2 mg/ml UBXD1 1-133 für 15 Minuten bei 37 °C 
unter Schütteln inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf). Jeder Ansatz wurde mit 
Liposomenpuffer auf 100 µl aufgefüllt. Anschließend wurden die Proben für 50 Minuten bei 
100.000 xg bei 4 °C abzentrifugiert (Optima Max-XP, Beckman Coulter). Danach wurde der 
Überstand abgenommen und das Pellet in 100 µl Liposomenpuffer für die Analyse mittels SDS-
PAGE resuspendiert. Jeweils 20 µl des Überstandes und des resuspendierten Pellets wurden mit 
2x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C für 5 Minuten erhitzt. Anschließend wurde die 
Lipsomenbindung von UBXD1 1-133  mit einer SDS-PAGE (Kap. 2.4.4) analysiert. Bindet UBXD1 
1-133 an Liposomen ist mit steigender Liposomenkonzentration das Protein in den 
Pelletfraktionen zu finden. 
 
2.5. IMMUNOLOGISCHE METHODEN  
2.5.1. Co-Immunopräzipitation 
 
Für die Co-Immunopräzipitation wurden ein BL21(DE3)T1r-Expressionsstamm sowohl mit 1 µl 
GST-UBXD1 1-133 als auch 1 µl 6xHis-Np97 transformiert (Kap 2.3.2). Die Selektion erfolgte mit 
Ampicillin für 6xHis-Np97 und Kanamycin für GST-UBXD1 1-133. Anschließend wurden beide 
Proteine simultan in 100 ml LB-Medium exprimiert (Kap. 2.3.4). Das Pellet wurde in 5 ml 
Niedrigsalzpuffer resuspendiert und die Zellen durch Lyse und Ultraschall aufgeschlossen 
(Kap. 2.4.1). Im Anschluss wurden die aufgeschlossenen Zellen ultrazentrifugiert und der 
Überstand für die Co-IP verwendet. Vor der Beladung der Protein G-Agarose wurde diese 






Niedrigsalzpuffer gewaschen und bei 800 xg für 2 Minuten abzentrifugiert (Centrifuge 5415R, 
Eppendorf). Danach wurde die Protein G-Agarose in 100 µl Niedrigsalzpuffer aufgenommen und 
25 µl davon mit dem Überstand aus der Ultrazentrifugation für 45 Minuten bei 4 °C auf einem 
Rotor (Stuart, Staffordshire) inkubiert. Dabei werden unspezifisch an die Protein G-Agarose 
bindende Proteine aus dem Überstand entfernt. Anschließend wurde die Protein G-Agarose für 
2 Minuten bei 800 xg (Centrifuge 5415R, Eppendorf) abzentrifugiert und der Überstand für die 
weitere Co-IP verwendet. Dazu wurde dieser mit 2,5 µg 6xHis-Antikörper versetzt und über 
Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde für 2 Stunden 75 µl der äquilibrierten Protein 
G-Agarose dem Überstand-Antikörper-Gemisch hinzugesetzt, damit sich der Agarose-
Antikörper-Protein-Komplex bilden konnte. Anschließend wurden überschüssige Proteine 
durch fünfmaliges Waschen mit 500 µl Niedrigsalzpuffer und dem darauffolgenden 
Abzentrifugieren für 2 Minuten bei 800 xg (Centrifuge 5415R, Eppendorf) entfernt. Das Lösen 
der Proteinkomplexe von der Protein G-Agarose erfolgte mittels SDS. Dazu wurde die Protein G-
Agarose mit 2x SDS-Probenlaufpuffer versetzt, für 5 min auf 95 °C erhitzt und anschließend bei 
5.000 xg für 20 Sekunden abzentrifugiert (Centrifuge 5415R, Eppendorf). Die Proteinkomplexe 
im Überstand wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Kap. 2.4.4) und die darin enthaltenen 
Proteine mittels Western Blot detektiert (Kap. 2.5.2). 
 
2.5.2. Western Blot 
 
Die Ergebnisse der Co-Immunopräzipitation (Kap. 2.5.1) wurden mittels Western Blot 
analysiert. Dazu wurde ein SDS-Gel mit Proben vom Überstand, dem Waschschritt und dem 
Überstand nach der Co-IP beladen und laufen gelassen (Kap. 2.4.4). Anschließend wurden die 
aufgetrennten Proteinbanden für 45 Minuten bei 120 mA auf eine Nitrocellulose-Membran 
geblottet (Biometra, Dassel). Danach wurde die Membran zum Blocken ungebundener Stellen 
für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schüttler mit 2 % Milchpulver in PBST-Puffer 
inkubiert. Das restliche Blockmittel wurde durch dreimaliges Waschen für jeweils 5 Minuten mit 
PBST-Puffer entfernt. Im Anschluss wurde die Membran mit dem Erstantikörper gegen den GST- 
und 6xHis-Tag über Nacht bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurde der 
überschüssige nicht gebundene Antikörper mit dreimaligem Waschen für jeweils 5 Minuten mit 
PBST-Puffer entfernt. Anschließend wurde der Zweitantikörper für 2 Stunden bei 
Raumtemperatur aufgetragen und nicht gebundener Antikörper danach wieder durch 
dreimaliges Waschen für jeweils 5 Minuten mit PBST-Puffer entfernt. Zur Detektion der Banden 
wurde das Pierce ECL Plus-Kit verwendet (Thermo Scientific, Rockford). Danach wurde ein 











2.6. SPEKTROSKOPISCHE METHODEN  
2.6.1. NMR-Spektroskopie 
 
Zur Untersuchung der Bindung zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und der N-Domäne sowie 
der D1D2-Domäne von p97 auf atomarer Ebene wurde die NMR-Spektroskopie herangezogen.  
 
Probenvorbereitung: 
Für die Aufnahme der verschiedenen Spektren wurden die Proben unmarkiert, 15N- oder 15N-
13C-markiert exprimiert (Kap. 2.3.4). Die Proben wurden mit den entsprechenden 
Konzentrationen nach der Reinigung in den NMR-Puffer umgepuffert, schockgefroren und 
bei -20 °C in Aliquots zu je 540 µl gelagert. Bei Bedarf wurden die Proben bei Raumtemperatur 
aufgetaut und mögliche Aggregate für 10 min bei 16.000 xg und 4 °C abzentrifugiert (Centrifuge 
5415R, Eppendorf). Anschließend wurde die Probe mit 60 µl D2O als internen Feldfrequenz-Lock 
und mit 1 µl DSS als externen Standard versetzt und in ein NMR-Röhrchen (∅ 5 mm) überführt. 
 
Messbedingungen und Prozessierung:  
Die Messungen wurden mit einem Bruker Ultrashield 700-NMR (Bruker BioSpin, Fällanden) bei 
einer Protonenfrequenz von 700,22 Hz durchgeführt. Das NMR-Spektrometer ist mit einem 
inversen Tripleresonanz-Cryo-Probenkopf mit aktiv abgeschirmten Gradientenspulen sowie 
einer Temperatur-Kontrolleinheit (BVT3000, Bruker) ausgestattet. 
Alle verwendeten Pulsprogramme wurden der Standardbibliothek von Bruker entnommen. Die 
wichtigsten Parameter der verwendeten Spektren sind dem Anhang 8.5 zu entnehmen. 
Das Programm Topspin 3.0 (Bruker BioSpin, Rheinstetten) wurde sowohl zur Aufnahme als 
auch zur Prozessierung der Spektren verwendet. Die Prozessierung (Transformation von der 
Zeit- in die Frequenzdomäne) der 2D-Spektren erfolgte mit xfb (enthält Dimension F1 und F2), 
die der 3D-Spektren mit tf3/tf2/tf1 (entsprechend F3, F2 und F1). Für die entsprechenden 
Dimensionen wurde eine Fourier-Transformation und eine abschließende Phasenkorrektur 
durchgeführt. Desweiteren erfolgte eine automatische Basislinienkorrektur der Frequenzdaten 
mit abs1/abs2.water bei den 2D-Spektren und tabs3/tabs2/tabs1 bei den 3D-Spektren 
jeweils in der entsprechenden Dimension. 
π/4-verschobene Sinusfunktionen wurden als Filterfunktion verwendet. Die hetNOE-Spektren 
wurden vor der eigentlichen Prozessierung mit split 2 in das jeweilige Spektrum mit und 
ohne Vorsättigung aufgeteilt. 
 
Sequentielle Zuordnung: 
In einem 1H-15N-HSQC entspricht jedes 1H-15N-Signal einer NH-Gruppe im Peptidrückgrat des 
Proteins. Desweiteren gibt es Signale, die in N-Richtung doppelt auftreten und durch die NH-
Gruppen der Seitenketten von Glutamin und Asparagin entstehen, für die sequentielle 
Zuordnung aber nicht von Bedeutung sind. Es ist allerdings nicht direkt ersichtlich bei welchem 






Aminosäuren zugeordnet werden müssen (backbone assignment). Diese Zuordnung der 
einzelnen Signale zu den entsprechenden Aminosäuren wurde für den N-Terminus von UBXD1 
mit Hilfe des HNCACB-Spektrums in Ergänzung durch das CBCACONH-Spektrum vorgenommen 
(Abb. 11). 
 
Abb. 11 Prinzip der sequentiellen Zuordnung von Proteinen mittels 3D-NMR-Spektroskopie. Die dritte 
Dimension führt zu einer besseren Auflösung der Signale im Vergleich zu zweidimensionalen Spektren und ist 
besonders nützlich bei großen oder unstrukturierten Proteinen, deren Signale sehr stark überlappen können (A). Die 
sequentielle Zuordnung wird standardmäßig mit dem HNCACB- und dem CBCACONH-Spektrum durchgeführt. Dabei 
erfolgt der Magnetisierungstransfer von den Hβ-Atomen der Seitenkette über die Cβ- und Cα-Atome zum N- und HN-
Atom des Proteinrückgrats, von wo das Signal dann detektiert werden kann (B). In den HNCACB- und dem 
CBCACONH-Spektren sind demnach die Cα- und Cβ-Resonanzen einer Aminosäure bei der entsprechenden N- und 
HN-Resonanz zu sehen (C). Der Magnetisierungstransfer erfolgt auf diese Weise in der eigenen Aminosäure und in der 
vorherigen Aminosäure, sodass in einem HNCACB-Spektrum die Signale der eigenen und die vorherigen zu sehen sind 
und in einem CBCACONH lediglich die Cα- und Cβ-Atome der vorherigen Aminosäure bei den N- und HN-Resonanzen 
der eigenen Aminosäure. 
Im Vergleich zu einem HSQC-Spektrum, das eine 1H- und eine 15N-Richtung aufweist, besitzen 
das HNCACB- und das CBCACONH-Spektrum in der dritten Dimension die 13C-Resonanzen der 
Kohlenstoffatome. Vorteil dieser Spektren ist zum einen, dass stark überlappende Signale in 2D-
Spektren mit sehr schwacher Dispersion durch die Verlagerung in den Raum separiert werden 
können und zum anderen helfen die charakteristischen 13C-Resonanzen zusätzlich bei der 
Zuordnung der Signale zu den Aminosäuren (Abb. 11, A). 
Für den N-Terminus von UBXD1 wurde ein HNCACB-Spektrum aufgenommen (Anhang 8.5). 
Anhand der Bezeichnung dieses 3D-Spektrums lässt sich der Magnetisierungstransfer erkennen 
(Abb. 11, B). Dabei wird innerhalb der Aminosäure i (AS i) über die Protonen der 
Kohlenstoffatome die Magnetisierung über das Stickstoffatom zum Proton am Stickstoffatom 
transferiert und von dort detektiert. Da die Magnetisierung sowohl über die Cα- als auch über 







































































Spektrum zu sehen. Die dazugehörigen 1H- und 15N-Resonanzen entsprechen jenen im HSQC-
Spektrum. Wie aus Abb. 11, B ersichtlich wird in einem HNCACB-Spektrum zusätzlich die 
Magnetisierung der Cα- und Cβ-Atome von der vorhergehenden Aminosäure (AS i-1) auf das 
Stickstoffatom der Aminosäure i und dem daran gebundenen Proton transferiert. Deshalb sind 
neben den Signalen für die Aminosäure i bei der entsprechenden 1H- und 15N-Resonanz auch 
Signale für das Cα- und Cβ-Atom der Aminosäure i-1 mit einer etwas schwächeren Intensität 
durch den längeren Magnetisierungsweg zu sehen. Die Gesamtheit aller Signale bei einer 
bestimmten 1H- und 15N-Resonanz besteht somit in der Regel aus vier Signalen (zwei starke 
Signale für Cα/Cβ der Aminosäure i und zwei schwächere Signale für Cα/Cβ der Aminosäure i-1) 
und ist ein Teil des Spinsystems, das die Gesamtheit aller miteinander wechselwirkenden 
Kernspins in einer Aminosäure beinhaltet. Neben dem Spinsystem mit den Kohlenstoff-
Resonanzen für die Aminosäure i und für die Aminosäure i-1, gibt es in dem HNCACB-Spektrum 
zwei weitere starke Signale mit exakt den gleichen Kohlenstoff-Resonanzen von Aminosäure i-1, 
aber mit unterschiedlichen 1H- und 15N-Resonanzen (Abb. 11, C). Das Spinsystem der 
Aminosäure i-1 beinhaltet wiederum Signale der vorherigen Aminosäure (jetzt i-2), sodass der 
Suchvorgang erneut fortgesetzt werden kann. Auf diese Weise wird von einer definierten 
Aminosäure i in Richtung des N-Terminus entlang der Sequenz des Proteins zugeordnet. Wird 
ausgehend von Aminosäure i nach schwachen Signalen mit den gleichen Kohlenstoff-
Resonanzen in einem anderen Spinsystem gesucht (bedeutet unterschiedliche 1H- und 15N-
Resonanzen), werden die Signale der Aminosäure i+1 sichtbar und das Assignment erfolgt damit 
in Richtung des C-Terminus des Proteins. Diese Methode der sequentiellen Zuordnung wird auch 
als chain tracing bezeichnet. Je disperser die Signale verteilt und je diverser die 
Aminosäuresequenz ist, desto besser ist die sequentielle Zuordnung möglich. Ein Kettenabbruch 
erfolgt bei einem Prolin, da hier keine Kopplung über das Stickstoffproton vorhanden ist. 
Außerdem kann der Magnetisierungstransfer zu schwach gewesen sein, sodass die Signale für 
die Aminosäure i-1 nicht zu detektieren sind. Neben dem HNCACB-Spektrum wurde für die 
sequentielle Zuordnung des N-Terminus von UBXD1 zusätzlich ein CBCACONH-Spektrum 
aufgenommen. In diesem Spektrum besteht ein Spinsystem bei der 1H- und 15N-Resonanz der 
Aminosäure i lediglich aus zwei Signalen (bei einem Glycin nur ein Signal) der vorhergehenden 
Aminosäure i-1. Die beiden Signale für das Cα- und Cβ-Atom der Aminosäure i sind nicht zu 
sehen. Dieses Spektrum dient damit der Ergänzung des HNCACB-Spektrums, da es die Einteilung 
der vier Signale zu der Aminosäure i oder i-1 erleichtert bzw. fehlende Signale aus dem 
HNCACB-Spektrum kompensiert. 
 
Analyse nach Wishart: 
Zur Analyse der Sekundärstrukturverteilung mittels NMR-Resonanzen wurde eine Wishart-
Analyse durchgeführt. Dazu werden die Resonanzen der Hα-, Cα-, Cβ- und CO-Atome verwendet, 
wobei das HNCACB-Spektrum, das HNCO-Spektrum und ein 1H-Spektrum nach IUPAC geeicht 
wurden (129). Anschließend wurden die Resonanzen der einzelnen Atome jeder zugeordneten 
Aminosäuren mit Referenzen verglichen und nach Wishart ausgewertet (130–132). Als 






Aminosäure von Interesse tragen und welche von zwei Alaninen flankiert wird. Während die 
Hα-, Cα- und CO-Atome zur Bewertung von α-Helices, β-Strängen und unstrukturierten 
Regionen verwendet wurden, lässt sich die Cβ-Referenz lediglich für die zuverlässige 
Unterscheidung zwischen β-Strängen und unstrukturierten Regionen verwenden. Für die 
Auswertung wurde aufgrund der zahlreichen Proline, einiger nicht zugeordneter Aminosäuren 
und dem relativ großen Anteil unstrukturierter Bereiche im N-Terminus von UBXD1 von der 
standardisierten Wishart-Analyse abgewichen. Dazu wurde aus den verglichenen Resonanzen 
der Hα-, Cα-, Cβ- und CO-Atome einer Aminosäure eine Tendenz zu einer bestimmten 
Sekundärstruktur dieser Aminosäure abgeleitet. 
 
Auswertung der NMR-Titrationsexperimente: 
Nach erfolgter Zuordnung des N-Terminus von UBXD1 wurden Titrationsexperimente 
durchgeführt. Dazu wurden die verschiedenen UBXD1-Konstrukte und -Mutanten 15N-markiert  
gereinigt und vorgelegt. Anschließend wurden verschiedene Konzentrationen von der 
unmarkierten N-Domäne von p97 (Np97) oder der unmarkierten D1D2-Domäne von p97 
(D1D2p97) dazugegeben. In weiteren Experimenten wurde Np97 15N-markiert und mit 
unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener unmarkierter UBXD1-Konstrukte titriert. 
Findet eine Bindung zwischen den beiden Proteinen in Lösung statt, kann es zu sogenannten 
Shifts (Verschiebung der Signale in Abhängigkeit von der Konzentration des Bindepartners) 
kommen, die durch die Änderung der chemischen Umgebung der Aminosäure durch die Bindung 
bedingt sind. Die Analyse dieser Shifts erfolgte nach (133): 
 
                
                  
 
Neben der Auswertung der Shifts wurde auch die Abnahme der Intensitäten einzelner Signale 
untersucht. Dazu wurden die absoluten Intensitäten aller Signale mit der Intensität des Signals 
von Gly 95 (UBXD1) oder Ile 82 (Np97) normalisiert und anschließend die Differenz zwischen 
dem Ausgangsspektrum ohne Bindungspartner und den Spektren der einzelnen 
Titrationsschritte mit Bindungspartner gebildet: 
 
            
                        
                                 
 
                       
                                
 
 
Daraus folgt, dass bei einer Intensitätsdifferenz von 0 die Aminosäure dieses Signals durch den 
Bindepartner nicht beeinflusst wird. Im Umkehrschluss bedeutet das, je größer die 











2.6.2.  CD-Spektroskopie  
 
Der Einfluss einiger Alanin-Mutationen im N-Terminus von UBXD1, unterschiedliche Konstrukte 
und ATP auf den Anteil verschiedener Sekundärstrukturelemente wurde CD-spektroskopisch 
untersucht. Dazu wurden CD-Spektren im Nahbereich zwischen 190 nm und 260 nm (J-710, 
Jasco) mit 1 mm dicken Quarzküvetten aus Suprasil aufgenommen (Hellma Analytics). Die 
Messung wurde in 50 mM KPi-Puffer (pH 6,5) bei einer Temperatur von 27 °C durchgeführt, um 
vergleichbare Bedingungen wie am NMR-Spektrometer zu erzielen. Für jedes Summenspektrum 
wurden 20 einzelne Spektren aufgenommen (Scanrate: 50 nm/min) und für die Auswertung 
gemittelt. Vor jeder Protein-Messung wurde ein Spektrum mit Puffer ohne Protein 
aufgenommen und später in der Auswertung als Blank von den Spektren mit Protein abgezogen. 
Sowohl die Messung des reinen Puffers als auch die Protein-Messung wurden in der gleichen 
Küvette durchgeführt. Die Protein-Konzentration betrug 0,15 mg/ml. Die Messung wurde mit 
dem SpectraManager 1 (Jasco) durchgeführt. Die Analyse der Sekundärstrukturanteile erfolgte 
mittels SpectraManager 2 (Jasco). Zur Analyse der Sekundärstrukturanteile wurde das CDSSTR-
Tool (134–136) verwendet, welches das gemessene CD-Spektrum mit den CD-Spektren von 
Proteinen aus einer Referenzdatenbank abgleicht und anhand derer eine Vorhersage für die 
Sekundärstrukturen des gemessenen Proteins ausgegeben wird. Das von dem Programm 
kalkulierte Spektrum sollte dem gemessenen möglichst nah kommen. Als Maß für die 
Abweichung wird der NRMSD-Wert (normalized root mean square deviation) herangezogen. Die 
maximale Abweichung der im Rahmen dieser Arbeit angefertigten CD-Spektren liegt bei 0,12 
und deutet auf eine sehr gute Übereinstimmung mit den kalkulierten Spektren hin (137; 138). 
Als Referenz wurde das Set SMP56 gewählt mit 56 Proteinen, von denen 13 Membranproteine 
sind (139–142). Die gemessenen Daten mit der Einheit θ (Theta machine Units, in mdeg) wurden 
mit folgender Gleichung in die mittlere molare Elliptizität umgerechnet: 
 
                            
        
      
                              
                     
                   
  
 
Zur besseren Vergleichbarkeit der Kurvenverläufe wurden die Spektren der Mutanten und der 
Konstrukte mit verschiedenen Größen durch Multiplikation auf das Spektrum von UBXD1 1-
133 wt normiert. 
 
2.6.3. Fluoreszenz-Spektroskopie  
 
Fluoreszenz-Anisotropie: 
Da die Bindungsaffinitäten über Titrationen in der NMR-Spektroskopie nur näherungsweise und 
bei schwachen Bindungen nur unzureichend bestimmt werden konnten, wurden zusätzlich 
Anisotropie-Messungen durchgeführt. 
Dazu wurden die Lysine verschiedener UBXD1-Konstrukte mit dem Farbstoff ATTO 594 über 






zweifachem Überschuss eingesetzt. Die Labeling-Effizienz wurde mit Hilfe des Lambert-
Beerschen-Gesetz ermittelt: 
 
                   
                  
               
 
                    
                                      
 
 
Dazu wurden die Absorptionen des ATTO-Farbstoffs (280 nm für die Korrektur der 
Proteinkonzentration und 601 nm für die Farbstoffkonzentration) und des markierten Proteins 
(280 nm) am Nanodrop (Peqlab) gemessen. Der Extinktionskoeffizient für das markierte Protein 
ist Anhang 6.1 zu entnehmen, der Extinktionskoeffizient für den Farbstoff ATTO 594 beträgt 
1,2·105 M-1 cm-1 und der Korrekturfaktor für die Proteinkonzentration CF280 = 0,51. 
Die Messungen wurden in 50 mM KPi (pH 7,2) mit 0,05 % Tween bei 21 °C an einem Cary 
Eclipse Fluoreszenz-Spektrometer (Agilent Technologies, Waldbronn) vorgenommen. Für die 
Titrationen wurde der G-Faktor mit einer 1 µM-Lösung des gelabelten UBXD1-Konstrukts 
bestimmt und anschließend mit einer Verdünnungsreihe in separaten Ansätzen die 
verschiedenen Konzentrationen der unterschiedlichen p97-Konstrukte (N-Domäne, D1D2-
Domäne, p97) gemessen. Zwischen den Messungen wurden die Küvetten mit Hellmanex II und 
A. bidest. gereinigt. Die Auswertung der Datenpunkte erfolgte mit GraphPadPrism. Dazu wurde 
von jedem Titrationsschritt der Nullwert subtrahiert (Anfangswert der Titration ohne 
Bindepartner) und durch die gemessenen Punkte eine Kurve des Modells "one site specific 




Zusätzlich wurde mittels intrinsischer Tryptophan-Fluoreszenz-Schmelzkurven der 
stabilisierende Einfluss von UBXD1 und ATPγS auf p97 untersucht. Dazu wurden 2 µM p97 in 
60 µl KPi-Puffer (pH 6,5) verdünnt und anschließend 2 µM UBXD1 1-133 oder 1 mM ATPγS 
hinzugesetzt. 
Für die Schmelzkurve wurde ein Temperaturgradient von 20 °C bis 95 °C mit 1 °C/min 
durchgeführt. Für den Vergleich des Zustandes des Proteins wurde sowohl vor dem 
Temperaturgradienten als auch nach dem Abkühlen auf 20 °C ein Trp-Absorptionsspektrum 
aufgenommen. Für die Analyse der Schmelzkurve wurden die Emissionen bei 330 nm und 
376 nm bei jedem Temperaturschritt gemessen und mittels folgender Gleichung zueinander ins 
Verhältnis gesetzt: 
               
              
              
 
 
Bei der daraus entstehenden Kurve wurde am Anfang und am Ende des Temperaturgradienten 
manuell ein Plateau gewählt mit dem geringsten Anstieg über fünf Messpunkte und der darin 
liegende Mittelpunkt auf 0 bzw. 1 gesetzt. Anschließend wurde die Intensität des 0-Wertes von 
allen übrigen subtrahiert und die sich daraus ergebenden Werte auf den 1-Wert normiert. Die 
ungefähre Schmelztemperatur kann dann bei dem Wert 0,5 (entspricht dem Wendepunkt der 








Die ATPase-Aktivität von p97 und D1D2-p97 wurde mit Hilfe eines NADH-gekoppelten ATPase-
Assays gemessen (Abb. 12).  
 
Abb. 12 Reaktionsgleichung des NADH-gekoppelten ATPase-Assays. Phosphoenolpyruvat wird durch die 
Pyruvatkinase unter Regenerierung von ATP aus ADP zu Pyruvat umgesetzt. Das Pyruvat wiederum dient der Lactat-
Dehydrogenase als Substrat. Dabei entstehen Lactat und aus NADH NAD+, dessen Umsetzung UV/Vis-spektroskopisch 
quantitativ bestimmt werden kann. 
Dabei wird das durch p97 generierte ADP mit Hilfe der Pyruvatkinase in Gegenwart von 
Phosphoenolpyruvat wieder zu ATP generiert. Als Produkt entsteht dabei auch Pyruvat, welches 
von der Lactatdeyhdrogenase unter Hydrolyse von NADH zu NAD+ zu Lactat umgesetzt wird 
(Abb. 12). Die Oxidation des NADH zu NAD+ kann photometrisch bei 340 nm verfolgt werden. 
Die Absorption bei 340 nm ist dabei mit sinkendem Anteil an NADH abnehmend. Der Assay 
wurde bei einer Temperatur von 37 °C in 100 mM Tris-Puffer (pH 8,0) mit einem Endvolumen 
von 300 µl durchgeführt. Die Konzentrationen der einzelnen Reaktionsbestandteile sind der 
folgenden Tabelle zu entnehmen (Tab. 22). 
 
Tab. 22 Ansätze zur Messung der ATPase-Aktivität von p97 mittels NADH-gekoppeltem ATPase-Assay. Die 
Konzentration der einzelnen Kofaktoren ist an entsprechender Stelle im Ergebnisteil zu entnehmen. 
 Volumen Endkonzentration 
p97 6,25 µl 500 nm 
NADH  3 µl 0,35 mM 
PEP 3 µl 3 mM 
MgCl2 15 µl 20 mM 
Pyruvatkinase/LDH 9,4 µl 7/8 U 
ATP 3 µl 3 mM 
p97-Kofaktoren x µl 0-8 µM 
Tris-Puffer ad 300 µl  
Gesamt 300 µl  
 
Die Messungen wurden in 10 mm Quarzküvetten aus Suprasil (Hellma Analytics) vorgenommen. 
Die Messung erfolgte in Echtzeit mit über 5 Sekunden gemittelten Messpunkten. Vor jeder 
Messung wurde ein Blank über 5 Minuten mit einem Reaktionsansatz ohne ATP durchgeführt. 
Anschließend wurde die ATP-Hydrolyse durch Zugabe von 7 mM ATP gestartet. Die 
verschiedenen Konzentrationen der p97-Kofaktoren wurden für mindestens 30 Sekunden 





























Die absolute Menge an umgesetzten ATP in µM/min wurde mit dem Lambert-Beerschen Gesetz 
berechnet: 
            
  
   
     
 
Der Extinktionskoeffizient ε für NADH beträgt 6220 L·mol-1·cm-1. ΔE beschreibt den Anstieg der 
NADH-Absorptionskurve über 30 Sekunden. Für die Berechnung der halbmaximalen Inhibition 
wurde die ATPase-Aktivität von p97 unter Zugabe von verschiedenen Konzentrationen eines 
Kofaktors bestimmt. Die daraus resultierenden Punkte wurden mit GraphPadPrism (Fit: one site 
specific binding) ausgewertet, um einen entsprechenden IC50-Wert ausgegeben zu bekommen. 
 
2.7. BIOINFORMATISCHE METHODEN  
2.7.1. NMR-Resonanzen-basiertes Strukturmodell mit cs23d 
 
Mit Hilfe des Webservers cs23d wurde ein NMR-Shift-basiertes Strukturmodell von UBXD1 1-
133 erstellt (144). Ein Arbeitsdiagramm kann dem Anhang 8.6 entnommen werden. Für das 
Modeling wurde die Sequenz und die NMR-Shifts eingelesen. Zuerst wurden mit BLAST kurze 
Sequenzfragmente aus bereits bekannten Proteinen, die eine hinreichende Sequenzidentität 
besitzen, in der PPT-DB gesucht. Anschließend wurden die NMR-Shifts ausgewertet. Dazu wurde 
eine Umbasierung mittels RefCor, eine Sekundärstrukturberechnung mittels CSI und eine 
Berechnung der Torsionswinkel sowohl des Proteinrückgrats als auch der Seitenketten mit 
PREDITOR vorgenommen. Die Berechnung der Torsionswinkel erfolgte ebenfalls durch den 
Vergleich mit Winkeln von bekannten Proteinen, die ähnliche Sequenzfragmente besitzen. 
Anschließend wurden die NMR-Shifts-basierten Torsionswinkel von THRIFTY mit einer 
Referenzdatenbank mit ca. 18.500 nicht redundanten PDB-Strukturen verglichen. Danach 
wurden mit BLAST solche Sequenzfragmente aus dem Vergleich ermittelt, deren Torsionswinkel 
die größte Ähnlichkeit mit den durch PREDITOR berechneten Torsionswinkeln des Zielproteins 
haben. Zusätzlich führt THRIFTY ein Sekundärstruktur-Alignment durch, um die ausgewählten 
Fragmente für die anstehende Assemblierung zu einer 3D-Struktur zu evaluieren. Das 
Zusammenfügen zu einer 3D-Struktur und der Prüfung auf Richtigkeit mit den eingegebenen 
Daten erfolgte durch SFassembler. Lücken im Proteinrückgrat wurden durch die cyclic 
coordinate descent-Technik, Lücken in den Seitenketten mittels Homologiemodelierung gefüllt. 
Anschließend wurden die berechneten und eingegebenen NMR-Shifts mit SHIFTX evaluiert. Zum 
Abschluss wurde eine Torsionswinkel-basierte Energieminimierug mittels GAfolder 
durchgeführt. Können für die eingegebene Sequenz weder Sequenz- noch NMR-Shift-Homologe 
zu finden sein, greift cs23d auf Rosetta zurück. Rosetta arbeitet wie der FSassembler ebenfalls 
Fragment-basiert, jedoch ist der Schwellenwert für die Sequenzidentität geringer und die 
Fragmente kürzer. Die aus Rosetta berechnete Struktur würde ebenfalls einer 
Energieminimierung mit GAfolder unterzogen werden. Die von cs23d ausgegebene Struktur 
kann auch für weitere NOE-basierte Strukturberechnungen verwendet werden. 





2.7.2. Strukturmodell mit YASARA 
 
Mit Hilfe von YASARA wurde ein Strukturmodell von UBXD1 1-120 erstellt. Die Modelierung-
Parameter sind folgender Tabelle zu entnehmen (Tab. 23). 
 






Suche nach Template 1x  
Oligomerisierungsgrad monomerisch 
Konformation pro Loop max. 50 
terminale Erweiterung max. 50 
verwendetes Template Methylmalonyl-CoA Mutase (PDB-ID: 7REQ-A) 
Abdeckung (Cover) 72 % 
Zielsequenz 14,4 % Sequenzidentität, 32,2 % Sequenzähnlichkeit 
 
Da vom N-Terminus von UBXD1 bis heute keine Struktur vorliegt, wurde auf einen Sequenz-
ähnlichen Bereich in der Methylmalonyl-CoA-Mutase zurückgegriffen. Dieser Bereich der 
Methylmalonyl-CoA-Mutase komplexiert ein Vitamin B12, was für den N-Terminus von UBXD1 
ausgeschlossen wird. Daher wurde das Vitamin B12 aus der Struktur der Methylmalonyl-CoA-
Mutase entfernt und ein Strukturmodell für den N-Terminus von UBXD1 berechnet. 
Anschließend wurden zuerst eine Energieminimierung und darauffolgend eine MD-Simulation 
bei 25 °C durchgeführt. Als Kraftfeld wurde dazu YASARA2 verwendet und die Schrittweite auf 
1 fs gesetzt. Die MD-Simulation wurde so lange fortgesetzt bis weder signifikante Verän-
derungen in den Sekundärstrukturelementen noch in deren Position zu erkennen waren. 
Aufgrund der geringen Sequenzidentität und -ähnlichkeit der Zielsequenz mit der Sequenz von 
UBXD1, kann das Strukturmodell jedoch lediglich zum Vergleich mit anderen Ergebnissen 
herangezogen werden.   






3.1. STRUKTURELLE UNTERSUCHUNGEN DES N-TERMINUS VON UBXD1 
 
UBXD1 besteht aus einem uncharakterisierten N-Terminus (1-149 AS) sowie einer PUB- (150-
264 AS) und einer C-terminal gelegenen, nicht funktionellen UBX-Domäne (335-411 AS). 
Während für die PUB- und die UBX-Domäne bereits strukturelle Studien von Homologen 
vorliegen, ist die Struktur des N-Terminus von UBXD1 bis auf das VIM-Motiv (52-62 AS) 
weitestgehend unbekannt. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zuerst das Proteinrückgrat 
von UBXD1 1-133 zugeordnet. Die anschließende CD-spektroskopische Analyse, die NMR-
basierte Wishart-Auswertung zur Sekundärstrukturverteilung sowie die hetNOE-Auswertung 
zeigen ein sehr flexibles Protein mit einem hohen Anteil an unstrukturierten Bereichen und 
einigen α-Helices. Da aufgrund der fehlenden NOE-Signale keine Tertiärstruktur berechnet 
werden konnte, wurden zuerst Mutationsstudien und Studien mit verschieden großen 
Konstrukten durchgeführt, um eine Vorstellung der räumlichen Anordnung der einzelnen 
Sekundärstrukturelemente zu erhalten. Zum Schluss wurde ein Homologie-Modell erstellt und 
mit diesem eine MD-Simulation durchgeführt. 
 
3.1.1. Vorarbeiten zur strukturellen Untersuchung 
 
Zur Untersuchung der Struktur des N-Terminus von UBXD1 wurden verschiedene Konstrukte 
hergestellt, exprimiert und gereinigt (Anhang 8.3 und 8.4). Die Klonierung wird exemplarisch 
anhand des Konstruktes von UBXD1 32-133 dargestellt. Bei dem Gesamtkonstrukt für UBXD1 1-
133 handelt es sich um ein synthetisch hergestelltes Gen. Der Großteil der Experimente wurde 
mit dem Protein UBXD1 1-133 durchgeführt. Daher sollen die Expression und Reinigung 
beispielhaft daran erläutert werden.  
 
Klonierung von UBXD1 32-133: 
Für die Klonierung des Gens von UBXD1 32-133 in den mit einer PreScission-Schnittstelle 
modifizierten pET41b wurde als Template das Gen UBXD1 1-133 (BC1031) und das Primer-Paar 
1051F/1052R verwendet. Zur Amplifizierung der DNA für das Gen UBXD1 32-133 wurde eine 
zweistufige PCR durchgeführt und mit einem Agarosegel analysiert (Abb. 13). 
 
Abb. 13 Agarosegel nach der PCR zur Vervielfältigung des UBXD1 32-133-Inserts. Die PCR wurde mit dem 
Template BC1031 und dem Primer-Paar 1051F/1052R bei einer Annealing-Temperatur von 61 °C durchgeführt. Die 











Es konnte eine Bande bei ca. 300 bp (erwartete Größe für das Gen UBXD1 32-133: 327 bp) 
detektiert werden. Die Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die darin enthaltene DNA 
isoliert. Anschließend wurden sowohl das Insert aus der PCR (UBXD1 32-133) als auch der 
Vektor (pET41b) in separaten Ansätzen mit ApaI und XhoI simultan verdaut. Nachdem die 
verdaute DNA des Inserts und des Vektors abermals gereinigt wurde, wurden Insert und Vektor 
in einem Verhältnis von 3 zu 1 mit 8 ng Insert ligiert. Daraufhin wurde 1 µl des 
Ligationsansatzes in Shox-Zellen transformiert und am nächsten Tag eine Kolonie-PCR zur 
Überprüfung richtiger Klone durchgeführt. Das Ergebnis der PCR wurde erneut mit einem 
Agarosegel überprüft (Abb. 14). 
 
Abb. 14 Kolonie-PCR zur Überprüfung positiver UBXD1 32-133-Klone. Nach der Ligation von UBXD1 32-133 und 
pET41b wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Die Klone 1, 5, 9 und 10 mit einer Bande bei ca. 300 bp enthalten das 
gewünschte UBXD1 32-133-Konstrukt. 
Aus den Kolonien 1 und 10, deren PCR-Ansätze eine Bande bei einer Größe von ca. 300 bp auf 
der Höhe der Positivkontrolle (PCR mit BC031) aufwiesen, wurde die Plasmid-DNA isoliert und 
zur Sequenzierung geschickt. Die Plasmid-DNA von Klon 10 wurde daraufhin nach Kontrolle der 
richtigen Sequenz in den E. coli-Expressionsstamm Bl21(DE3)T1r transformiert.  
 
Expressionstest von UBXD1 1-133: 
Um die möglichst besten Protein-Ausbeuten zu erhalten, wurde vor der eigentlichen Expression 
mit einem Expressionstest überprüft, unter welchen Bedingungen GST-UBXD1 1-133 (42,4 kDa) 
am meisten im Überstand vorliegt sowie die wenigsten Abbauprodukte aufweist. Getestet 
wurden drei verschiedene Temperaturen (25 °C, 30 °C und 37 °C) sowie drei verschiedene 
Zeitpunkte (3 h, 6 h und über Nacht) in LB-Medium. Als Referenz für E. coli-eigene Proteine 
wurde eine nicht induzierte Probe über Nacht kultiviert (Abb. 15). 
 
Abb. 15 Expressionstest für GST-UBXD1 1-133. Getestet wurde LB-Medium bei den Temperaturen 25 °C, 30 °C und 
37 °C sowie zu den Zeitpunkten 3 Stunden, 6 Stunden und über Nacht. Verglichen wurde jeweils der Überstand (Ü) 
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GST-UBXD1 1-133 ist unter den getesteten Bedingungen lediglich zu maximal 50 % im 
Überstand zu finden. Außerdem ergab der Expressionstest, dass mit steigender Temperatur die 
Expression an löslichem GST-UBXD1 1-133 steigt. Zudem kann die Menge an löslichem Protein 
bei 25 °C und 30 °C auch mit längerer Expressionsdauer erhöht werden, allerdings nimmt dabei 
auch gleichzeitig die Menge an Abbauprodukten bei etwa 25 kDa zu, was dem GST-Tag ohne 
UBXD1 1-133 entsprechen würde. Im Vergleich zu der Referenz ohne Induktion (-IPTG) ist ein 
zusätzliches E. coli-eigenes Protein im Pellet mit einer Größe zwischen 35 und 45 kDa zu finden, 
dass jedoch deutlich von der GST-UBXD1 1-133-Bande unterschieden werden kann. 
Unter den getesteten Bedingungen ergaben sich die besten Expressionsbedingungen für GST-
UBXD1 1-133 für 6 h bei 30 °C. Diese Bedingungen wurden auch für die UBXD1-Mutanten 
(DI11/12AA, QK21/22AA, RQ45/46AA und RL62/63AA) und die Konstrukte anderer Größe 
verwendet (UBXD1 1-80, 32-133, 1-154). 
 
Reinigung von UBXD1 1-133: 
Nach erfolgter Expression wurden die Zellen in Niedrigsalzpuffer gelöst, mit Ultraschall 
aufgeschlossen und ultrazentrifugiert. Danach wurde der Überstand abgenommen und steril 
filtriert, um größere Proteinaggregate und Zellreste für die anschließende GST-
Affinitätschromatographie zu entfernen. Um den Fortschritt der Reinigung beobachten zu 
können, wurden Proben vom Auftrag, dem Durchfluss der GST-Affinitätschromatographie, dem 
Affinitätschromatographie-Eluat, nach der Behandlung mit der PreScission-Protease sowie von 
den Hauptpeaks der Gelfiltration genommen und für die SDS-PAGE-Analyse verwendet. 
Durch die GST-Affinitätschromatographie konnte das GST-UBXD1 1-133-Fusionsprotein 
(42,4 kDa) erfolgreich von den meisten E. coli-eigenen Proteinen separiert werden (Abb. 16). 
Außerdem enthalten die Fraktionen des Elutionspeaks (E) einen erheblichen Anteil an GST-Tag 
ohne UBXD1, wie es bereits im Expressionstest zu sehen war. 
 
Abb. 16 GST-Affinitätschromatographie von GST-UBXD1 1-133. Nach verschiedenen Schritten wurden Proben für 
die Analyse mittels SDS-PAGE genommen, um den Reinigungsfortschritt zu kontrollieren (rechts). Der Auftrag (A) 
bestätigt die Expression des Proteins. Das Chromatogramm der GST-Affinitätschromatographie (links) zeigt den 
Durchfluss (D) nicht an die Säule gebundenen Proteins sowie das Eluat (E), das zum größten Teil GST-UBXD1 1-133 
und GST-Protein enthält. Die PreScission-Protease hat über 95 % des Fusionsproteins geschnitten (S), mit dem 





































Die Fraktionen des Elutionspeaks der GST-Affinitätschromatographie (E) wurden auf 1 ml pro 
1 l Expressionsmedium konzentriert und der GST-Tag mit einer PreScission-Protease entfernt 
(Abb. 16, SDS-PAGE "S"). Anschließend erfolgte eine Gelfiltration mit einer Superdex 75-Säule 
mit nachgeschalteter GST-Säule, um UBXD1 1-133 von dem GST-Tag und möglichen 
Abbauprodukten zu trennen (Abb. 17).  
 
Abb. 17 Gelfiltration von UBXD1 1-133. Von den Fraktionen der einzelnen Peaks (G1-G5) wurden Proben für eine 
SDS-PAGE-Analyse entnommen (Abb. 16). Für die weiteren Experimente wurden lediglich die Fraktionen des Peaks 
G3 verwendet, der weder Abbau- (G4) noch GST-Protein-Verunreinigungen (G2) enthält. 
Die Proteinmenge im Ausschlussvolumen (G1) ist sehr gering und hat im SDS-Gel eine 
unspezifische Bande bei etwa 70 kDa. Die Fraktionen des darauf folgende Peaks (G2) enthalten 
das GST-UBXD1-Fusionsprotein, das nicht an die GST-Säule gebunden hat und einige weitere 
unspezifische Proteine bei 15 kDa. Anschließend folgt das Signal, dessen Fraktionen das Protein 
UBXD1 1-133 enthalten (G3). Im SDS-Gel ist bei G3 zusätzlich neben der Bande für UBXD1 eine 
weitere Bande bei 25 kDa zu sehen, die auf eine Dimerisierung von UBXD1 1-133 hinweist. 
Außerdem konnten einige Abbauprodukte (Bande bei ca. 13 kDa) mittels Gelfiltration nicht 
separiert werden. Die größte Menge an Abbauprodukten (ca. 10 kDa) von UBXD1 1-133 wurde 
darauf folgend eluiert (G4). Das größte Signal der Gelfiltration bei 320 ml Elutionsvolumen (G5) 
zeigt eine sehr starke Absorption bei 214 nm und eine geringe Absorption bei 280 nm. Im 
Coomassie-gefärbten SDS-Gel ist für Fraktion G5 keine Bande zu sehen, sodass es sich hierbei 
wahrscheinlich um GSH handelt. Die Fraktionen des Peaks um G3 wurden konzentriert und für 
weitere Analysen verwendet. 
 
3.1.2. Sequentielle Zuordnung von UBXD1 1-133 
 
Zur Ermittlung einer Struktur mittels NMR-Spektroskopie wurden die Proteine Isotopen-
markiert exprimiert und gereinigt. Anschließend wurden verschiedene Spektren zur Zuordnung 
der einzelnen Atome jeder Aminosäure aufgenommen (Kap. 2.6.1). In einem ersten Schritt 
wurde ein 1H15N-HSQC von UBXD1 1-133 aufgenommen (Abb. 18). Die insgesamt 109 Signale 
der einzelnen Aminosäuren verteilen sich auf weniger als 1 ppm in der 1H-Dimension (7,8-
8,5 ppm), was darauf hindeutet, dass UBXD1 1-133 ein flexibles Protein mit unstrukturierten 
Regionen ist. Das Fehlen einer Akkumulation der Glycin-Signale im oberen Teil des Spektrums 
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Abb. 18 1H-15N-HSQC von 15N-markiertem UBXD1 1-133. Zu sehen sind 109 Signale mit einer geringen Dispersion. 
Der kleine Ausschnitt links zeigt das Hε des Trp 71 und der Ausschnitt rechts den zentralen Teil des Spektrums in 
einer Vergrößerung. Es konnten 88 % der Signale zugeordnet werden. 
Mit Hilfe des HNCACB- und CBCACONH-Spektrums wurden die Cα- und Cβ-Atome der 
Aminosäuren zugeordnet (Kap. 2.6.1). Die Zuordnung der C=O-Atome erfolgte über das HNCO-
Spektrum und die Seitenketten-Wasserstoffe wurden mit Hilfe des 1H-15N-TOCSY -Spektrums 
zugeordnet (Abb. 19, Anhang 8.7). Zur Identifizierung der Lysine wurde zusätzlich ein 1H-15N-
SOFAST-HSQC aufgenommen, für welches die Aminosäure Lysin durch Zugabe von L-Lysin in das 
Minimalmedium bei der Expression demarkiert wurde. Aufgrund dessen bleiben die Signale der 
Lysine im 1H-15N-SOFAST-HSQC aus. 
 
Abb. 19 Prozentualer Anteil der zugeordneten Atome von UBXD1 1-133. Zugeordnet wurde mit einem HNCACB-, 


















































Das Proteinrückgrat (HN, NH, Cα, Hα, CO) von UBXD1 1-133 konnte zu 88 % sequentiell 
zugeordnet werden. Die Zuordnung der Seitenketten-Wasserstoffe ist jedoch lückenhaft, sodass 
die Hγ -Atome zu 70 %, die Hδ-Atome zu 25 % und die Hε-Atome zu 40 % zugeordnet werden 
konnten.  
Insbesondere drei Bereiche von UBXD1 1-133 konnten, auch nach Verwendung der Konstrukte 
1-80 und 32-133, nicht zugeordnet werden. (I) Viele der Signale der N-terminalen Aminosäuren 
von UBXD1 1-133 sind sehr schwach (bis Lys 30). Aminosäure Met 1, Gln 6, Lys 9 und Lys 15 
konnten nicht zugeordnet werden. (II) Ein weiterer nicht zugeordneter Bereich befindet sich 
zwischen Ala 31 und Glu 34. (III) Zudem konnten die Signale der Aminosäuren ab Val 121 nicht 
zugeordnet werden. Deshalb werden bei der folgenden Charakterisierung die Aminosäuren 1 bis 
120 betrachtet. 
 
3.1.3. Strukturelle Charakterisierung des N-Terminus von UBXD1 
 
Da die Zuordnung von UBXD1 1-133 besonders in den Seitenketten sehr lückenhaft ist und 
damit eine Berechnung der Tertiärstruktur ungenau sein würde, wurden weitere Experimente 
zur strukturellen Charakterisierung des N-Terminus von UBXD1 vorgenommen. 
 
CD-spektroskopische Analyse: 
Die Analyse der Sekundärstrukturelemente wurde mit Hilfe eines CD-Spektrums im Fern-UV-
Bereich vorgenommen (Abb. 20).  
 
Abb. 20 CD-spektroskopische Untersuchung von UBXD1 1-133. Das Spektrum besitzt ein Minimum bei 200 nm 
und ca. 220 nm. Die Sekundärstrukturanalyse ergab einen α-helikalen Anteil von 48 %. 
Das CD-Spektrum besitzt ein Minimum bei 200 nm und ein Plateau bei ca. 220 nm, was auf ein 
unstrukturiertes Protein hinweist. Die Sekundärstrukturanalyse ergab, dass es sich bei UBXD1 
1-133 um ein α-helikales Protein (48 %) mit sehr vielen flexiblen Bereichen (Turn: 15 %, 
















































Wishart-Analyse und Sekundärstrukturvorhersage: 
Neben der CD-spektroskopischen Analyse wurde die Verteilung von 
Sekundärstrukturelementen mittels Wishart-Analyse der NMR-Resonanzen untersucht. Die 
daraus resultierende Verteilung der Sekundärstrukturelemente wurde mit Sequenz-basierten 
Sekundärstrukturvorhersagen verglichen (Abb. 21). 
 
Abb. 21 Sekundärstrukturanalyse von UBXD1 1-133. a = α-Helix (blau), b = β-Strang (dunkelblau), c = random coil 
(hellblau). Die Wishart-Analyse der NMR-Daten zeigt zwei α-Helices am N-Terminus (H1 und H2) und zwei weitere α-
Helices in der Mitte des Proteins (H3 und H4). Das bereits bekannte VIM-Motiv befinet sich in H3. Der C-Terminus 
besteht aus zwei kurzen β-Strängen (S) und am Ende aus einer kurzen α-Helix. Die Sequenz-basierten 
Strukturvorhersagen zeigen ähnliche Sekundärstrukturverteilungen. Jeweils darunter: Sekundärstrukturverteilung 
entlang der UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = Linker). 
Die Wishart-Analyse der Hα-, Cα-, Cβ, sowie CO-Atome zeigt eine ähnliche prozentuale 
Verteilung der Sekundärstrukturanteile (45 % α-Helix, 9 % β-Strang, 46 % random coil) wie die 
Analyse des CD-Spektrums. UBXD1 1-133 ist ein α-helikales Protein, das insgesamt 4 Helices 
(H1: Met 1 bis Phe 5, H2: Ala 10 bis Ser 26, H3: Asn 50 bis Gln 65 und H4: Asp 77 bis Ala 91) und 
einen β-Strang (S1: Thr 102 bis Pro 108) am Ende der Sequenz besitzt. Die einzelnen 
Sekundärstrukturelemente sind über unstrukturierte Linker-Regionen (L1 bis L4) verbunden.  
Da die Analyse nach Wishart aufgrund der unvollständigen Zuordnung und zahlreicher Proline 
teilweise uneindeutig war, wurden zum Vergleich verschiedene Programme (SOPMA und GOR 
(145), CFSSP (146; 147), Jpred (148), Prof (149), Baldig Spro8 (150) und psipred (151)) zur 
Sequenz-basierten Sekundärstrukturvorhersage herangezogen. Laut Wishart-Analyse ist der 
vordere Bereich von UBXD1 1-133 bis Ser 26 α-helikal (H1 und H2), wird jedoch von L1 (Gln 6 
bis Lys 9) unterbrochen. Die Programme sagen für die ersten 15 Aminosäuren eine α-Helix 
vorher, mit Ausnahme von SOPMA und GOR, die in diesem Bereich auch einige kurze β-Stränge 
vorschlagen. Bei den Programmen GOR und CFSSP folgt kurz darauf eine weitere Helix (Gly 20 
bis Lys 34). H3 mit dem VIM-Motiv (Asn 50 bis Gln 65) besteht sowohl laut Wishart-Analyse als 
auch laut Sekundärstrukturvorhersage aller hier verwendeten Programme aus einer α-Helix. 
Gleichermaßen verhält es sich mit H4 (Asp 77 bis Ala 91). In der Wishart-Analyse folgt H4 ein 
kurzer β-Strang (bis Ser 96), der jedoch von keinem der Programme bestätigt wird. Die 
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Wishart 45 9 46
CD 48 18 33
SOPMA 35 6 59
GOR 42 7 49
CFSSP 65 0 35
Jpred 38 0 62
Prof 32 0 68
Baldig 42 3 55
psipred 42 1 57
MW 42 3 55





Sekundärstruktur des C-Terminus von UBXD1 1-133 ist uneindeutig. Die Wishart-Analyse ergibt 
einen β-Strang S1 (Val 102 bis Pro 108), der jedoch lediglich durch das GOR-Programm bestätigt 
wird. CFSSP sagt eine α-Helix am Ende von UBXD1 1-133 (Ala 114 bis Gly 120) vorher, während 
die übrigen Programme eine unstrukturierte Region bisweilen mit kurzen β-Strängen 
vorhersagen. Die Vorhersage der Programme des α-helikalen Anteils ist mit den Werten aus der 
CD-Spektroskopie und der Wishart-Analyse vergleichbar, wohingegen der Anteil an β-
Elementen geringer ausfällt (Abb. 21, Tabelle). 
Die Auswertung der Dispersion und der Lage der Signale der NMR-Spektroskopie sowie des CD-
Spektrums zusammen mit der Wishart-Analyse ergaben, dass der N-Terminus von UBXD1 1-133 
wahrscheinlich vier α-Helices besitzt, die über große Linker-Bereiche miteinander verbunden 
sind. 
 
Mutationsstudien zur Analyse der räumlichen Anordnung der Helices: 
In einem weiteren Schritt wurde die räumliche Anordnung der Sekundärstrukturelemente 
zueinander näherungsweise mit Mutationsstudien untersucht. Dazu wurden geladene 
Aminosäuren gegen Alanine ausgetauscht. Bei diesen Mutationen sind in einem 1H-15N-HSQC-
Spektrum von UXBD1 1-133 Signalverschiebungen für diese Signale und die der umliegenden 
Aminosäure im Vergleich zum Wildtyp aufgrund der Änderung der chemischen Umgebung der 
Aminosäuren zu erwarten. Befinden sich Sekundärstrukturelemente in räumlicher Nähe, würde 
neben den Shifts der umliegenden Aminosäuren auch Shifts in Sequenz-fernen Regionen zu 
sehen sein. Zur Untersuchung von H2 wurde am Anfang der Helix eine Doppelmutation 
eingefügt (DI11/12AA). Die Mutation von Asp 11 und Ile 12 führt zu Shifts dieser Aminosäuren 
sowie den umliegende Aminosäuren einschließlich H1 und L1 (Lys 2 bis Ala 17) (Abb. 22, rot).  
 
Abb. 22 Mutationsstudien des N-Terminus von UBXD1 1-133. Oben: Sekundärstrukturverteilung entlang der 
UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). Unten: NMR-Shift-
Auswertung der Mutanten in Relation zu den Signalen des Wildtyps. Die Mutante DI11/12AA (rot) weist neben den 
Shifts in dem Bereich der Mutation (Kreuz) auch Shifts in L3 auf (Pfeil), was auf die räumliche Nähe von Asp11/Ile12 
und L3 hinweist. Die Mutante QK21/22AA (blau) hat keinen Einfluss auf Sequenz-ferne Aminosäuren. 
Zusätzlich shiften auch Signale in L3 sowie am Ende von H3 und am Anfang von H4 (Ala 61 bis 
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befinden. Um feststellen zu können, ob es sich bei diesen Shifts um ein generelles Phänomen 
handelt, wurde eine weitere Doppelmutante am Ende von H2 (QK21/22AA) untersucht (Abb. 22, 
blau). Diese Mutante verursacht im Gegensatz zu DI11/12AA lediglich Shifts der mutierten 
Signale (Gln 21 und Lys 22) und der umliegenden Signale (Gly 20, Leu 23, Lys 24 und Glu 25).   
Das Mutationsexperiment von DI11/12AA wurde auch in umgekehrter Weise durchgeführt, 
indem Mutationen im Bereich von H3 eingefügt wurden (Abb. 23). 
 
Abb. 23 Mutationsstudien in der VIM-Helix (H3) von UBXD1 1-133. Oben: Sekundärstrukturverteilung entlang 
der UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). Unten: NMR-Shift-
Auswertung der Mutanten in Relation zu den Signalen des Wildtyps. Die Mutante RQ45/46AA (grün) hat nur einen 
Einfluss auf die mutierten (Kreuz) und umliegende Aminosäuren. Die Mutante RL62/63AA (blau) weist neben den 
Shifts in dem mutierten Bereich (Kreuz) auch Shifts im N-terminalen Bereich (H1/H2, Pfeil) auf, was die räumliche 
Nähe von H1/H2 und H3/L3 aus Abb. 22 bestätigt.  
Dazu wurde am Ende von H3 eine Doppelmutation eingeführt (RL62/63AA, Abb. 23, blau), die 
Shifts in den umliegenden Aminosäuren verursacht (Ala 59 bis Gln 67). Zusätzlich zu diesen 
Shifts, shiften auch Aminosäuren im vorderen N-Terminus von UBXD1 1-133 in H1, L1 und zum 
Teil H2 (Lys 2 bis Ala 17). Damit werden die Ergebnisse der Mutationsstudien in H2 bestätigt 
(siehe Abb. 22), was auf eine Interaktion zwischen H1/H2 und H3/L3 hinweist. Um auch in 
diesem Experiment zu zeigen, dass es sich bei der Mutation von Arg 62 und Leu 63 um eine 
spezifische Interaktion handelt, wurde am Ende von L2 eine Doppelmutante eingefügt 
(RQ45/46AA, Abb. 23, grün). Diese Mutationen hat im Gegensatz zur RL62/63AA-Mutante 
lediglich einen Einfluss auf die mutierten Aminosäuren und deren umliegende Aminosäuren 
(Arg 45 bis Thr 49). 
In einem weiteren Experiment wurde versucht, den genauen Interaktionsbereich zwischen 
H1/H2 und H3/L3 zu definieren. Dazu wurde 15N-markiertes UBXD1 32-133 (200 µM) mit 
unmarkiertem UBXD1 1-32 (1 mM) titriert. Allerdings konnte in diesem Experiment keine 
Interaktion mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.  
 
Um unterscheiden zu können, ob die Verschiebungen in der NMR-Spektroskopie bei den 
Mutationsstudien durch strukturelle Änderungen wie beispielsweise den Verlust einer α-Helix 
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Aminosäuren durch das Entfallen von benachbarten geladenen Aminosäuren zurückzuführen 
ist, wurden von den vier Mutanten (DI11/12AA, QK21/22AA, RQ45/46AA, RL62/63AA) CD-
Spektren aufgenommen, deren Sekundärstrukturanteile berechnet und mit dem Wildtyp von 
UBXD1 1-133 verglichen (Abb. 24). 
 
Abb. 24 CD-spektroskopische Untersuchung der UBXD1-Mutanten. A: Die Spektren aller Mutanten besitzen 
jeweils ein Minimum bei 200 nm und ein Plateau bei 220 nm. B: Die Sekundärstrukturanalysen zeigen, dass die 
Mutationen keinen Einfluss auf die Sekundärstrukturverteilung im Vergleich zum Wildtyp haben. Die RL62/63AA-
Mutante weist jedoch im Gegensatz zu den anderen Mutanten einen erhöhten α-helikalen Anteil auf. 
Durch den Austausch hoch chiraler Aminosäuren wie Arginin oder Isoleucin gegen die im 
Vergleich dazu schwach chirale Aminosäure Alanin kommt es zu einem Intensitätsverlust des 
CD-Signals. Deswegen wurden zur besseren Vergleichbarkeit die CD-Spektren der Mutanten auf 
das CD-Spektrum des Wildtyps bezüglich ihrer Intensität am Minimum bei 200 nm genormt. Die 
CD-Spektren der Mutanten haben einen ähnlichen Verlauf wie der Wildtyp. Alle Mutanten 
besitzen wie der Wildtyp ein Minimum bei 200 nm (Minimum für random coil: 200 nm). 
Lediglich die Mutante RL62/63AA besitzt ein leicht verschobenes Minimum bei 203 nm 
(Minimum für helikale Proteine: 208 nm). Das Plateau liegt bei allen Mutanten vergleichbar mit 
dem Wildtyp bei 220 nm (zweites Minimum für helikale Proteine: 220 nm), jedoch mit 
unterschiedlichen Elliptizitäten. Die Mutante DI11/12AA ist mit dem Wildtyp vergleichbar, 
während die Mutanten QK21/22AA und RQ45/46 in ähnlicher Weise das Plateau bei einer 
geringeren Elliptizität haben. Die negativste Elliptizität am Plateau bei 220 nm besitzt die 
Mutante RL62/63AA. 
Die Mutanten DI11/12AA, QK21/22AA und RQ45/46AA besitzen eine nahezu identische 
Sekundärstrukturverteilung wie der Wildtyp (α-Helix: 49 %, β-Strang: 18 %, random coil: 18 %, 
Turn: 15 %). Die Mutante RL62/63AA hingegen weist im Vergleich zum Wildtyp einen erhöhten 
Anteil helikaler Strukturen von 69 % auf, während sich gleichzeitig die übrigen 
Strukturelemente verringern (β-Strang: 10 %, random coil: 14 %, Turn: 6 %).  
 
3.1.4. Analyse der Flexibilität des N-Terminus von UBXD1 1-133 
 
Nachdem UBXD1 1-133 genauer hinsichtlich seiner Sekundärstrukturelemente sowie deren 
Wechselwirkung untereinander und deren räumliche Anordnung beschrieben worden ist, 





















































































In einem ersten Versuch wurde mittels Tryptophan-Fluoreszenz-Schmelzkurve (Trp 71) 
untersucht, ob das Tryptophan in dem Loop zwischen H3 und H4 oberflächenexponiert und 
lösungsmittelzugänglich vorliegt oder innenliegend in die Struktur von UBXD1 1-133 
eingebunden ist (Abb. 25). Ist das Tryptophan innenliegend, kommt es zu einer Verschiebung 
des Fluoreszenz-Maximums in größere Wellenlängenbereiche bei thermischer Denaturierung 
des Proteins. Ist das Tryptophan oberflächenexponiert oder befindet sich in flexiblen Bereichen, 
verändert sich das Fluoreszenz-Maximum bei Erhitzen nicht signifikant. 
 
Abb. 25 Änderung der Tryptophan-Fluoreszenz von UBXD1 1-133 nach Temperaturänderung. Nach 
thermischer Denaturierung von UBXD1 1-133 auf 90 °C verschiebt sich das Maximum der Tryptophan-Fluoreszenz 
nicht. Damit liegt Trp 71 nicht in einem kompakten Kern. Um die Maxima besser vergleichen zu können, wurde die 
Kurve nach Erhitzen (90 °C, dunkelblau) mit dem Faktor 4,8 multipliziert. 
Das Maximum der Tryptophan-Fluoreszenz von UBXD1 1-133 befindet sich bei 25 °C bei 
356 nm. Nach Erhitzen von UBXD1 1-133 auf 90 °C und wieder Abkühlen, befindet sich das 
Maximum bei 358 nm und die Fluoreszenz-Intensität ist um den Faktor 4,8 gesunken. Daher ist 
das Tryptophan schon vor der Schmelzung oberflächenexponiert oder es befindet sich in einem 
flexiblen Bereich, der nicht nach innen in die Struktur zeigt.  
 
D2O-Austausch-Experiment: 
Um zu überprüfen, ob das Tryptophan lediglich oberflächenexponiert in einer rigiden Struktur 
vorliegt oder es sich um ein flexbiles Protein handelt, wurde ein D2O-Austausch-Experiment 
durchgeführt. Dazu wurden die Konstrukte 1-80 und 32-133 jeweils in 100 % D2O-basiertem 
Puffer umgepuffert und nach 16 Stunden ein 1H-15N-HSQC-Spektrum aufgenommen. Die an die 
Stickstoff-gebundenen Wasserstoffatome, die fest in eine Sekundärstruktur eingebunden sind, 
werden nicht gegen die Deuteronen im Puffer ausgetauscht und deren Signale bleiben im 
Spektrum sichtbar. Wasserstoffatome in Loop- oder unstrukturierten-Regionen hingegen 
werden sehr schnell ausgetauscht, wodurch die Signale in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum nicht 
mehr sichtbar sind. Nachdem die Signale der Spektren in ~100 % D2O von UBXD1 1-80 und 32-
133 auf das Spektrum von UBXD1 1-133 in 10 % D2O normiert wurden, sind die Signale der 
Wasserstoffatome mit besonders hohen Intensitäten (> 0,5 Intensitätnorm. wt) sehr stabil und 
damit in Sekundärstrukturen eingebunden. Das D2O-Austausch-Experiment ergab, dass sowohl 
in den Sekundärstrukturelementen als auch einigen Loop-Regionen stabile 
Wasserstoffbrückenbindungen existieren, die auch nach 16 Stunden gegen den Austausch gegen 


































Abb. 26 D2O-Austauschexperiment von UBXD1 1-80 und 32-133. Oben: Sekundärstrukturverteilung entlang der 
UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). Unten: Intensitätsdifferenzen 
der Signale in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum in 10 % D2O und ~100 % D2O zur Sichtbarmachung von stabilen 
Wasserstoffbrückenbindungen. Je höher der Quotient der genormten Intensitäten aus den beiden Spektren, desto 
stabiler ist die Wasserstoffbrücke. Demnach befinden sich Wasserstoffbrückenbindungen im Bereich der vier Helices 
sowie gehäuft am C-Terminus. 
In H1 und L1 bilden Lys 2, Phe 4, Phe 5 und Gln 7 stabile Wasserstoffbrückenbindungen aus. 
Darauf folgt ein kleiner Bereich stabiler Wasserstoffbrückenbindungen am Anfang von H2 
(Asp 11 bis Phe 14). In L2 zwischen H2 und H3 bilden sich in einer sehr Prolin-reichen Region 
(Pro 39, Pro 41, Pro 43, Pro 44) ebenfalls vereinzelt Wasserstoffbrückenbindungen in geladenen 
Aminosäuren (Arg 42, Gln 46), die nicht durch D2O beeinflusst werden. Die Aminosäuren der 
VIM-Motiv-enthaltenen H3 (Gln 53 bis Glu 64), die bereits durch Sequenz-basierte 
Sekundärstrukturvorhersagen sehr definiert ist (Kap. 3.1.3), gehen alle 
Wasserstoffbrückenbindungen ein. Die Intensitäten der Wasserstoffbrückenbindungen der 
Aminosäuren in H3 fallen schwächer aus als in H1/H2 (Abb. 26, blau). Neben L2 bilden auch 
einige Aminosäuren in L3 Wasserstoffbrückenbindungen aus (Arg 69 bis Ala 70). In H4 werden 
ebenfalls von zahlreichen geladenen Aminosäuren Wasserstoffbrückenbindungen ausgebildet 
(Ile 79, Arg 80, Val 83, Arg 84, Glu 86, Gln 88 bis Ala 91 und Val 93). Diese besitzen jedoch im 
Vergleich zum VIM-Motiv eine geringere Intensität und liegen nicht zusammenhängend vor 
(Abb. 26, grün). In der Wishart-Analyse und der Sekundärstrukturvorhersage ist der C-terminale 
Bereich von UBXD1 1-133 wenig definiert und flexibel (Kap. 3.1.3), sodass nur sehr wenige 
Wasserstoffbrückenbindungen zu erwarten wären. Es gibt jedoch einige Wasserstoff-
brückenbindungen im Bereich von S1 und darauf folgend (Val 104 bis Ser 113), sowie 
vereinzelte Wasserstoffbrückenbindungen in L4 (Glu 98 und Ala 99) und am Ende von UBXD1 1-
133 (Leu 116 und 120 Gly).   
 
hetNOE-Studien: 
Obwohl die Dispersion der NMR-Signale von UBXD1 1-133 sehr gering ist und das CD-Spektrum 
ein relativ unstrukturiertes Protein vermuten lässt, ergeben die Mutationsstudien und das D2O-
Austausch-Experiment dennoch Hinweise auf strukturierte Bereiche, die in definierter Weise 
miteinander wechselwirken. Um hinreichend zu klären, ob UBXD1 1-133 eine kompakte 

















































































































































































































































































































diesem Spektrum wird die Flexibilität der NH-Bindungsvektoren einzelner Aminosäuren 
gemessen. Zum Vergleich wurden auch der Einfluss der Deletion des C-Terminus (ΔH4/C, 
UBXD1 1-80) und der Einfluss der Deletion des N-Terminus (ΔH1/H2, UBXD1 32-133) 
untersucht.  
Bei einem hetNOE-Spektrum werden prinzipiell simultan zwei Spektren aufgenommen: Bei dem 
einen wird durch Sättigung (Einstrahlen eines Dauersignals während der Relaxationsperiode 
der Protonen) ein heteronuklearer NOE aufgebaut (Isat). Aufgrund des gyromagnetischen 
Verhältnisses für 15N-Kerne, kann das NOE-Signal theoretisch sowohl positive Werte als auch 
negative Werte annehmen. In flexiblen Bereichen führt die erhöhte Relaxationsfähigkeit zu einer 
unvollständigen Sättigung, was zur Umkehrung des Signalvorzeichens führt. Das andere 
Spektrum hingegen wird im Äquilibrium der HN-N-Kopplung über den Raum ohne Sättigung 
aufgenommen (Iequ). Das Verhältnis der Intensitäten aus beiden Spektren einer Aminosäure 
(Isat/Iequ) gibt Aufschluss darüber, wie starr die HN-N-Kopplung ist und dementsprechend auch 
darüber wie starr oder flexibel das Protein in diesem Bereich ist (Abb. 27).  
 
Abb. 27 Spektrum-Ausschnitt zur Auswertung eines hetNOE-Spektrums. Links: Spektrum im Äquilibrium (Iequ). 
Alle Signale besitzen das gleiche negative Vorzeichen (blau), jedoch unterschiedliche Intensitäten. Rechts: Spektrum 
bei Sättigung (Isat). Die Signale besitzen unterschiedliche Vorzeichen (rot: positiv, blau: negativ) und Intensitäten. 
Befindet sich eine Aminosäure in einem flexiblen Bereich eines Proteins, so besitzen die 
Intensitäten des Signals aus den beiden Spektren entgegengesetzte Vorzeichen. Ist gleichzeitig 
die Intensität im Isat-Spektrum hoch, so ist der Bereich um diese Aminosäure flexibel (Abb. 27, 
Thr 92). Haben beide Intensitäten das gleiche Vorzeichen, so handelt es sich eher um eine 
unflexiblere Struktur in dem Bereich der Aminosäure. Je höher die Intensität im Isat-Spektrum 
ist, desto rigider ist die Aminosäure eingebettet (Abb. 27, Thr 78 vs. Thr 49). Die hetNOE-
Analyse wurde separat für jede Aminosäure von UBXD1 1-133 (RQ45/46AA stellvertretend für 
den Wildtyp), UBXD1 1-80 und UBXD1 32-133 durchgeführt (Abb. 28). Das Profil der hetNOE-
Analyse unterscheidet sich zwischen den einzelnen Konstrukten nicht wesentlich. Somit hat 
sowohl die Deletion des C-Terminus (UBXD1 1-80) als auch die Deletion des N-Terminus 
(UBXD1 32-133) von UXBDI 1-133 keinen Einfluss auf die Flexibilität. Lediglich bei den 
Aminosäuren am Anfang (bis Asn 37) von UBXD1 32-133 und am Ende (ab Ser 68) von UBXD1 
1-80 kommt es zu Abweichungen, was auf die Separierung der einzelnen 
Sekundärstrukturelemente zurückzuführen ist. 
Spektrum Iequ






















Abb. 28 Auswertung der hetNOE-Spektren verschiedener UBXD1-Konstrukte. Getestet wurden UBXD1 1-133 
RQ45/46AA (rot), UBXD1 1-80 (grün) und UBXD1 32-133 (blau). Oben: Sekundärstrukturverteilung entlang der 
UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). Unten: Auswertung der 
Flexibilität jeder Aminosäure mittels Isat/Iequ. Der größte Teil des N-Terminus von UBXD1 1-133 ist aufgrund der 
negativen Werte flexibel. Rigidere Bereiche liegen zwischen H3 und H4. 
H1 (Met 1 bis Phe 5) besitzt negative hetNOE-Werte, was auf einen flexiblen Bereich hinweist. 
L2 und der Anfang von H2 (Glu 7 bis Phe 14) hingegen haben leicht positive Werte, sodass dieser 
Bereich etwas rigider sein muss als H1. Danach sinken die hetNOE-Werte auf -0,4 für Gly 18 im 
hinteren Teil von H2 und steigen zum Anfang von L2 wieder auf Werte knapp über 0 (0,04 für 
Glu 29). Der Rest dieses Linkers ist wie zu erwarten eher flexibel (hetNOE-Werte < 0 bis Gly 47). 
Sowohl H3 mit dem VIM-Motiv, H4 als auch der verbindende L3 (Thr 49 bis Ala 89) besitzen 
hetNOE-Werte zwischen 0,1 und 0,47 und weisen damit eine gewisse Rigidität gegenüber dem 
Rest von UBXD1 1-133 auf. Der Kern der VIM-Motiv-enthaltenen H3 besitzt hetNOE-Werte > 0,3 
(Glu 51 bis Glu 61). Der darauf folgende Linker L3 ist rigider als die übrigen Linker in UBXD1 1-
133, da er positive hetNOE-Werte zwischen 0,1 und 0,25 besitzt. H4 ist etwas flexibler als H3, da 
hier die hetNOE-Werte im Schnitt bei 0,17 liegen (Thr 78 bis Gln 88). Der C-Terminus ab Arg 80 
von UBXD1 1-133 besitzt bis auf Ala 116 negative hetNOE-Werte. Der vorhergesagte β-Strang 
bildet damit kein rigides Sekundärstrukturelement aus.  
Trotz zahlreicher Wasserstoffbrückenbindungen, bestätigt die hetNOE-Analyse von UBXD1 1-
133 das Ergebnis der geringen Signal-Dispersion im 1H-15N-HSQC-Spektrum sowie das des CD-
Spektrums eines sehr flexiblen Proteins mit einigen definierten Sekundärstrukturelementen, die 
in kleinen Bereichen miteinander interagieren zu scheinen.  
 
CD-spektroskopische Analyse verschiedener UBXD1-Konstrukte: 
Dass der N-Terminus von UBXD1 keine rigide Struktur besitzt konnte auch durch CD-
spektroskopische Analysen bestätigt werden. Bei rigiden Proteinen stabilisieren sich die 
einzelnen Sekundärstrukturelemente untereinander. Das Entfernen eines Elements würde die 
gesamte Struktur beeinflussen und folglich ein anderes CD-Spektrum ergeben. Im Gegensatz 
dazu hat die Deletion einzelner Sekundärstrukturen in flexiblen Proteinen keinen signifikanten 
Effekt auf den Verlauf eines CD-Spektrums, da sich die einzelnen Elemente in sich stabilisieren. 
Im Gegensatz dazu werden die einzelnen Sekundärstrukturen in einem rigiden Protein auch von 
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Zur Verifizierung der Flexibilität von UBXD1 1-133 wurden verschiedene Konstrukte des N-
Terminus von UBXD1 CD-spektroskopisch untersucht (Abb. 29). 
 
Abb. 29 CD-spektroskopische Untersuchung der UBXD1-Konstrukte. Links: Die CD-Spektren aller Konstrukte 
besitzen jeweils ein Minimum bei 200 nm und ein Plateau bei 220 nm. Rechts: Die Sekundärstrukturanalysen zeigen, 
dass die Größe der Konstrukte keinen Einfluss auf die Sekundärstrukturverteilung im Vergleich zum Wildtyp hat mit 
Ausnahme des Konstruktes 1-32. Dieses besteht fast gänzlich aus β-Strukturen und unstrukturierten Bereichen. 
Ähnlich wie bei den Mutationsstudien (Kap. 3.1.3) haben die Deletionen einzelner Elemente 
keinen großen Effekt auf das CD-Spektrum des jeweiligen Konstrukts mit Ausnahme von UBXD1 
1-32. Alle Spektren haben wie der Wildtyp (definiert als UBXD1 1-133) ein Minimum bei 200 nm 
sowie ein Plateau bei ca. 220 nm. UBXD1 1-32 hingegen hat ein verschobenes Minimum bei 
198 nm und ein Maximum bei 218 nm, was für ein unstrukturiertes Peptid spricht. Die 
Elliptizität des Plateaus von UBXD1 32-133 ist mit UBXD1 1-133 vergleichbar, wohingegen die 
Elliptizität der Konstrukte 1-80 als auch 1-154 etwas höher ausfällt. Die Analyse der 
Sekundärstrukturanteile zeigt, dass sowohl die Deletion der vierten Helix und des gesamten C-
Terminus (ΔH4 bis C, 1-80), die Hinzunahme einer weiteren Helix weiter C-terminal im Protein 
(+H6, 1-154), sowie die Deletion der ersten beiden Helices (ΔH1/H2, 32-133) keinen Einfluss auf 
die Anteile der Sekundärstrukturen besitzt (α-Helix: 49 %, β-Strang: 18 %, random coil: 18 %, 
Turn: 15 %). Lediglich das Konstrukt UBXD1 1-32 (H1/H2) führt zu einer Verschiebung der 
Anteile der Sekundärstrukturen hin zu unstrukturierten Bereichen auf Kosten der helikalen 
Strukturen (α-Helix: 2 %, β-Strang: 30 %, random coil: 37 %, Turn: 29 %).  
 
Signal-Dispersion verschiedener UBXD1-Konstrukte in der NMR-Spektroskopie: 
Dass die Sekundärstrukturelemente des N-Terminus von UBXD1 unabhängig voneinander 
vorliegen, wird auch durch den Vergleich der 1H-15N-HSQC-Spektren der Konstrukte UBXD1 1-
80 (ΔH4/C), 32-133 (ΔH1/H2) und 1-154 (+H6) mit dem Spektrum von UBXD1 1-133 bestätigt 
(Abb. 30, Anhang 8.8). Werden H4 und C deletiert (UBXD1 1-80), sind keine wesentlichen 
Veränderungen im Vergleich zu UBXD1 1-133 zu erkennen. Am N-Terminus in H1 und L2 gibt es 
einige Shifts (Phe 4, Phe 5, Gln 7). Zum Ende des Konstruktes 1-80 sind ebenfalls einige größere 
Shifts im Vergleich zu UBXD1 1-133 zu verzeichnen, die wahrscheinlich auf die erhöhte 





















































































Abb. 30 Auswertung der Shifts verschiedener UBXD1-Konstrukte im Vergleich zu UBXD1 1-133. Oben: 
Sekundärstrukturverteilung entlang der UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = 
unstrukturierter Bereich). Unten: Shifts zwischen UBXD1 1-133 und UBXD1 1-80 (grün), UBXD1 32-133 (rot) und 
UBXD1 1-154 (blau). Im Wesentlichen scheinen die einzelnen Helices untereinander keine festen Strukturen 
auszubilden. Das Hinzufügen einer C-terminalen Helix (UBXD1 1-154) hat eine leichte Verschiebung der Signale aus 
H3/L3 zur Folge. 
Wird der N-Terminus mit den ersten beiden Helices entfernt (UBXD1 32-133), so treten gehäuft 
Shifts zwischen Ile 79 bis Thr 92 im Bereich von H4 (Asp 77 bis Ala 91) auf. Wird hingegen eine 
zusätzliche Helix mit dem Konstrukt UBXD1 1-154 (Helix laut Sekundärstrukturvorhersage 
zwischen Lys 134 und Phe 149) hinzugefügt, so entstehen Shifts im Bereich von H3 und L3 
(Ala 61 bis Ser 68). Eine strukturelle Änderung des VIM-Motivs durch die fünfte Helix in UBXD1 
1-133 ist jedoch aufgrund der Ergebnisse der CD-Spektroskopie nicht zu erwarten, die eine 
nahezu identische Verteilung der Sekundärstrukturelemente in den Konstrukten UBXD1 1-133 
und 1-154 vorhersagt (Abb. 29). Somit bestätigt die NMR-spektroskopische Analyse der 
verschiedenen UBXD1-Konstrukte im Vergleich zu UBXD1 1-133 das Bild eines flexiblen 
Proteins, dessen einzelne Sekundärstrukturelemente weitestgehend unabhängig voneinander 
vorzuliegen scheinen. 
 
3.1.5. Analyse der Tertiärstruktur des N-Terminus von UBXD1 
 
Nachdem die Sekundärstruktur des N-Terminus ausführlich mittels CD- und NMR-
Spektroskopie sowie einiger Mutationsstudien analysiert worden ist, wird in einem nächsten 
Schritt die Tertiärstruktur genauer untersucht. Für die Berechnung einer NMR-basierten 
Protein-Struktur werden die Resonanzen aller Atome der einzelnen Aminosäuren, eine 
Resonanzen-basierte Winkelvorhersage und die Abstände zwischen den einzelnen Aminosäuren 
anhand ihrer Protonen benötigt. Die Winkel- und Abstandsinformationen geben darüber 
Aufschluss wie sich die Aminosäuren im Raum zueinander befinden. Wie bereits gezeigt, handelt 
es sich bei dem N-Terminus von UBXD1 um ein sehr flexibles Protein mit wenigen 
Sekundärstrukturelementen und zahlreichen Linker-Regionen. Je flexibler und unstrukturierter 
ein Protein ist, umso weniger Abstandsinformationen sind einem Spektrum zu entnehmen. 
Dadurch wird auch die Berechung einer UBXD1 1-133-Struktur erschwert. In dem 















































































































































































































































































































wenige weitere NOESY-Signale zu sehen (Anhang 8.9). Zusätzlich können die wenigen NOESY-
Signale aufgrund der geringen Signal-Dispersion nicht mehr eindeutig einem Spinsystem 
zugeordnet werden. Die Aufnahme eines 15N-NOESY-HSQC-Spektrums führte zu keinen 
zusätzlichen Informationen, weil hierdurch die geringere Sensitivität trotz erhöhter 
Proteinkonzentration (540 µM) nur vereinzelt NOESY-Signale zu messen waren. Aufgrund 
dessen wurde ein NMR-Resonanzen-basierte Strukturmodell mit cs23d (Kap. 2.7.1) erstellt 
(Abb. 31). 
 
Abb. 31 NMR-Resonanzen-basiertes Strukturmodell von UBXD1 1-120 mit cs23d. Entsprechend dieses Modells 
ist UBXD1 1-120 unstrukturiert ohne rigiden Kern bis auf die Helix im Bereich des VIM-Motivs. Zusätzlich besitzen der 
N- und der C-Terminus Windungen (roter Kreis). 
Das auf NMR-Resonanzen-basierte Strukturmodell zeigt ein sehr flexibles Protein mit vielen 
unstrukturierten Bereichen und einer Helix. Diese Helix entspricht im Wesentlichen H3 mit dem 
VIM-Motiv aus der Wishart-Analyse (Kap. 3.1.3) und befindet sich zwischen Glu 51 und Glu 64. 
Zusätzlich gibt es zahlreiche Windungen, die Vorstadien von Helices darstellen könnten, aber 
offensichtlich nicht als solche angezeigt werden. Da dieses Modell unter anderem aufgrund des 
geringen Helixanteils wahrscheinlich nicht der realen Struktur entspricht, wurde zusätzlich mit 
UBXD1 1-120 ein Strukturmodell mit YASARA erstellt und anschließend MD-simuliert 
(Kap. 2.7.2, Abb. 32, A). 
 
Abb. 32 Strukturmodell und MD-Simulation von UBXD1 1-120. A: Strukturmodell mit YASARA (dunkelblau), 
wonach UBXD1 1-120 insgesamt 6 Helices besitzt, die denen aus der Sekundärstrukturvorhersage (Abb. 21) ähneln. 
B: Die MD-Simulation des Strukturmodells (hellblau) über 75 ps führt zu einer Kompression der Struktur, wobei die 
























Das Strukturmodell zeigt deutlich mehr Sekundärstrukturanteile als das NMR-Resonanzen-
basierte Modell mit cs23d. So befinden sich am N-Terminus 3 Helices: Met 1 bis Gln 7 (Helix 1), 
Ile 12 bis Ser 16 (Helix 2) und Gly 18 bis Lys 33 (Helix 3). Desweiteren befindet sich in der Mitte 
des UBXD1-N-Terminus eine weitere Helix (Helix 4), die das VIM-Motiv beinhaltet (Ala 52 bis 
Glu 67). Anschließend folgt eine weitere Helix wie in der Wishart-Analyse von Thr 78 bis Gly 95 
(Helix 5), die von Helix 4 durch einen kleinen Linkerbereich separiert ist. Im C-Terminus 
befindet sich statt eines β-Stranges eine weitere Helix (Helix 6, Ser 106 bis Ser 113) in 
räumlicher Nähe zur Helix 5. 
Da für UBXD1 keine homologen Proteinstrukturen existieren, wurde eine Sequenz aus der 
Methylmalonyl-CoA-Mutase dem Strukturmodell zugrunde gelegt. Dieses Enzym komplexiert 
jedoch Vitamin B12, sodass die räumliche Anordnung der Sekundärstrukturen wahrscheinlich 
nicht der in der realen Struktur des N-Terminus von UBXD1 entspricht. Deswegen wurde mit 
dem Strukturmodell eine MD-Simulation durchgeführt (Abb. 32, B). Nach 75 ps Simulationszeit 
verändert sich die räumliche Anordnung der Sekundärstrukturelemente nicht mehr und bleibt 
stabil. Im Vergleich zum Strukturmodell ohne MD-Simulation ist die Struktur kompakter, da sich 
die einzelnen Helices aufeinander zu bewegen. Dennoch hat sich keine stark rigide 









3.2. INTERAKTIONSSTUDIEN VON UBXD1 MIT MEMBRANEN UND UBIQUITIN 
 
Die vorhergehenden Studien haben gezeigt, dass es sich bei dem N-Terminus von UBXD1 um ein 
α-helikales Protein mit sehr flexiblen Bereichen handelt. Daher könnte der N-Terminus von 
UBXD1 eine Interaktion zu anderen Kofaktoren, kleinen Signalmolekülen oder neben der PUB-
Domäne auch zu dem p97-Hexamer vermitteln und damit als Adapter-Protein fungieren. 
Da UBXD1 zusammen mit p97 an den Endosomen lokalisiert ist (25) und es Hinweise gibt, dass 
UBXD1 als peripheres Membran-Protein vorliegt (75; 123), wurde untersucht, ob der N-
Terminus von UBXD1 die Membranlokalisation verursacht. Dazu wurde eine NMR-Titration von 
15N-markiertem UBXD1 1-133 mit einem unmarkierten Lipidgemisch durchgeführt. Das Gemisch 
besteht homolog zu eukaryotischen Membranen aus POPC, POPG und Cholesterol im Verhältnis 
3:1:4. Anschließend wurden über mehrere Schockgefrierzyklen (3 x jeweils 5 Minuten in 
Flüssigstickstoff und bei 37 °C im Heizblock) Micellen hergestellt. Die Zugabe von 100 µl des 
Lipidgemisches führte jedoch zu keiner Änderung der Signale im 1H-15N-HSQC-Spektrum von 
UBXD1 1-133. Damit kann eine Bindung von UBXD1 1-133 an die Micellenmembranen unter den 
getesteten Bedingungen ausgeschlossen werden. Die Bindung von UXBDI 1-133 könnte jedoch 
durch die zahlreichen Lysine und Arginine auch ladungsvermittelt an bspw. Phosphatidylserin 
stattfinden, welches dem Lipidgemisch nicht beigesetzt worden ist. Daher wurde zudem ein 
Liposomenbindungsassay mit bovinen Gehirnlipidextrakt durchgeführt (Kap. 2.4.6). Mit diesem 
Test konnte jedoch auch nach mehrmaliger Wiederholung und sowohl mit Erhöhung der 
Proteinkonzentration als auch mit Erhöhung der Lipidkonzentration keine Bindung von UBXD1 
1-133 an eukaryotische Liposomen festgestellt werden.  
Desweiteren bildet UBXD1 mit N-terminal ubiquitinyliertem Caveolin-1 und p97 einen ternären 
Komplex, der für UBXD1 spezifisch ist (25; 49). Daher wurde geprüft, ob UBXD1 über die 
Bindung des Ubiquitins am N-Terminus von Caveolin-1 diesen Komplex begünstigt. Dazu wurde 
15N-markiertes UBXD1 1-133 mit unmarkiertem Mono-Ubiquitin titriert. Die Auswertung der 
Shifts und der Intensitäten der NMR-Signale ergab, dass Ubiquitin unter den getesteten 
Bedingungen an den N-Teminus von UBXD1 allein nicht bindet. Die mögliche Interaktion 
zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und Polyubiquitinketten wurde nicht weiter verfolgt, da 
ansonsten theoretisch bei Mono-Ubiquitin zumindest eine geringe Affinität zu erwarten 
gewesen wäre. 
Zusammengefasst kann mit den vorhergehenden Versuchen eine Interaktion zwischen UBXD1 1-
133 mit Lipiden (definierte Lipidgemische oder Lipidextrakte aus Gehirn) und Mono-Ubiquitin 
ausgeschlossen werden.  
Eine Protein-Protein-Interaktion zwischen dem VIM-Motiv im N-Terminus von UBXD1 und der 
N-Domäne von p97 wurde bereits beschrieben (111; 112). Jedoch ist noch unbekannt, ob und 
wie der gesamte N-Terminus von UBXD1 mit p97 interagiert. Daher haben die folgenden 
Interaktionsstudien von UBXD1 1-133 den Fokus auf die Interaktion mit separaten Domänen 
von p97. 
  





3.3. INTERAKTIONEN ZWISCHEN UBXD1 UND DER N-DOMÄNE VON P97 
 
Analytische Gelfiltration und Co-Immunopräzipitation: 
Eine Bindung zwischen dem VIM-Motiv im N-Terminus von UBXD1 und der N-Domäne wurde 
bereits mittels ITC und pull down-Assays beschrieben (112; 111). Für die ITC-Studien wurde das 
gesamte UBXD1 und für die pull down-Assays ein GST-UBXD1 1-150-Fusionsprotein verwendet. 
Daher wurde in einem ersten Schritt das Bindungsverhalten zwischen dem isolierten N-
Terminus von UBXD1 1-133 ohne Tag und der N-Domäne mittels analytischer Gelfiltration 
untersucht (Abb. 33, A).  
 
Abb. 33 Bestätigung der Komplexbildung von UBXD1 1-133 und Np97. A: analytische Gelfiltration von UBXD1 1-
133 (200 µg, hellblau), Np97 (200 µg, blau) und einem Gemisch aus UBXD1 1-133 und Np97 (jeweils 200 µg, 
dunkelblau) mit einer Superdex 75 10/300 GL. Bei Zugabe beider Proteine kommt es zu einem zweiten Peak, mit 
verringertem Elutionsvolumen, der weder UBXD1 1-133 noch Np97 allein entspricht und in der SDS-PAGE sowohl 
Np97 als auch UBXD1 1-133 aufweist (K). B: Die Co-Immunopräzipitation (IP) über einen GST-Antikörper zeigt 
sowohl eine Bande für GST-UBXD1 1-133 als auch für 6xHis-Np97. Der eingesetzte Überstand (In) enthält die Banden 
für GST-UBXD1 und 6xHis-Np97, während in dem Waschschritt (Ü) lediglich nicht gebundenes 6xHis-Np97 zu 
erkennen ist. Beide Experimente weisen auf eine Komplexbildung zwischen UBXD1 1-133 und Np97 hin. 
Das Profil der analytischen Gelfiltration zeigt eine kürzere Laufzeit für UBXD1 1-133 (12 ml, 
hellblau) als es für sein Molekulargewicht von 14,4 kDa zu erwarten wäre. Das annähernd 
doppelt so schwere Np97 (26 kDa) besitzt eine längere Laufzeit als UBXD1 1-133 (12,75 ml, 
blau). Bei der analytischen Gelfiltration von UBXD1 1-133 und Np97 zusammen, werden zwei 
Fraktionen beobachtet. Die eine entspricht reinem Np97, das im Überschuss hinzugegeben 
worden ist. Die andere Fraktion besitzt eine kürzere Laufzeit (11,4 ml, "K") als UBXD1 1-133 
allein, was auf ein erhöhtes Molekulargewicht hindeutet. Die Analyse dieser Fraktion mittels 
SDS-PAGE zeigt in dieser Fraktion sowohl UBXD1 1-133 als auch Np97, was die Interaktion 
dieser beiden Proteine bestätigt. 
Desweiteren wurde die Interaktion zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und der N-Domäne 
mittels Co-Immunopräzipitation untersucht (Kap. 2.5.1, Abb. 33, B). Dazu wurde der 
Expressionsstamm mit einem GST-UBXD1- und einem 6xHis-Np97-Konstrukt cotransformiert. 
Anschließend wurden die Zellen lysiert und ultrazentrifugiert, der Überstand wurde als Input 
für die Co-Immunopräzipitation verwendet. Dabei konnte sowohl eine sehr schwache Bande für 
GST-UBXD1 (42,4 kDa) als auch eine Bande für 6xHis-Np97 (28 kDa) detektiert werden. Im 
Überstand ist nur eine Bande für nicht gebundenes Np97 zu detektieren. In der Co-
Immunopräzipitation ist sowohl eine Bande für GST-UBXD1 als auch für 6xHis-Np97 zu 











































20 kDa und 55 kDa zurückzuführen. Durch die Expression in Interaktion in E. coli scheint damit 
die Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und Np97 unabhängig von posttranslationalen 
Modifikationen zu sein. 
  
Titration mittels NMR-Spektroskopie: 
Nachdem die Bindung des N-Terminus von UBXD1 und der N-Domäne von p97 bestätigt worden 
ist, wurden weitere Bindungsstudien mittels NMR-Spektroskopie durchgeführt. Die 
Untersuchung des Bindungsverhaltens auf atomarer Ebene könnte weitere Aufschlüsse über das 
Bindungsverhalten von p97-Kofaktoren geben.  
Um zu untersuchen mit welchen Aminosäuren im N-Terminus von UBXD1 die N-Domäne von 
p97 (Np97) interagiert, wurde 15N-markiertes UBXD1 1-133 mit unmarkiertem Np97 
(Expression und Reinigung von Np97 siehe Kap. 3.4) titriert (Abb. 34). 
 
Abb. 34 Titration von 15N-markiertem UBXD1 1-133 mit Np97. Oben: Sekundärstrukturverteilung entlang der 
UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). A: Shift-Analyse der einzelnen 
Aminosäuren von UBXD1 1-120 (100 µM) nach Zugabe von 500 µM Np97. Es gibt zahlreiche Aminosäuren, die nach 
Zugabe von Np97 verschwinden (schwarz), shiften (blau) oder die keine Veränderungen zeigen (grau). UBXD1 1-133 
und Np97 interagieren über das bereits bekannte VIM-Motiv in H3 und zusätzlich mit H1/H2. B: Die aus den 
Intensitäten ermittelte Assoziationskonstante KA jeder Aminosäure von UBXD1 1-133 nach Titration mit 
verschiedenen Np97-Konzentrationen (0 µM, 10 µM, 20 µM, 50 µM, 75 µM, 100 µM, 150 µM, 250 µM, 500 µM). Das 
Fitting erfolgte mit "one site specific binding" (GraphpadPrism). Die Interaktion von H1/H2 mit Np97 hat eine 
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Bei der Titration von UBXD1 1-133 mit Np97 lassen sich zwei Arten von interagierenden 
Aminosäuren unterscheiden. Das sind zum einen Aminosäuren, deren NMR-Signale schon bei 
geringen Konzentrationen von Np97 (10 µM) an Intensität verlieren bis sie schließlich 
verschwinden (Abb. 34, schwarz markierte Aminosäuren), was auf eine starke Bindung 
hinweist, da sich die Bindung im slow exchange-Bereich befindet. Zum anderen weisen einige 
Aminosäuren erst bei sehr hohen Konzentrationen an Np97 (100 µM) leichte Shifts auf (Abb. 34, 
blau markierte Aminosäuren), was auf eine schwache Bindung hinweist, da sich die Bindung im 
fast exchange-Bereich befindet. Die verschwindenden Aminosäuren liegen in H2 (Phe 14, Ala 17, 
Gln 21, Lys 22, Lys 24) und konzentrieren sich in größerer Anzahl in H3 mit dem VIM-Motiv, 
einschließlich der umliegenden L2/L3 (Arg 45 bis Ala 56, Ala 58 bis Arg 69). Die leicht 
shiftenden Aminosäuren hingegen konzentrieren sich in H1/L1 (Lys 2, Phe 4, Phe 5, Glu 7, Phe 8, 
Asp 11, Ile 12), sowie einigen weiteren Aminosäuren (Glu 25, Lys 30, Ala 57, Ala 70 und Trp 71), 
die sich in Sequenz-Nähe zu den verschwindenden Aminosäuren befinden. Die Auswertung der 
Intensitäten der einzelnen Aminosäuren von UBXD1 1-133 nach Zugabe von Np97 lässt eine 
grobe Abschätzung der Affinität der einzelnen Aminosäuren von UBXD1 1-133 zu. Die 
Unterscheidung zwischen dem N-terminalen, schwach bindenden Bereich (fast exchange) und 
dem stark bindenden Bereich der VIM-Helix (H3, slow exchange) wird durch die Analyse der KA-
Werte der einzelnen Aminosäuren bestätigt (Abb. 34, B). Der maximale KA-Wert für H2 liegt bei 
< 0,095 µM-1, was einer schwachen Affinität entspricht (KD: 10 bis 55 µM). Die KA-Werte für H3 
(einschließlich umliegender AS) liegen zwischen 0,11 und 1,0 µM-1, was für eine hohe Affinität 
spricht (KD: 1 bis 7 µM). Somit ist die Affinität zu Np97 von H1/H2 um eine Größenordnung 
kleiner als von H3 (VIM-Motiv) von UBXD1. Zur Veranschaulichung wurden die mit Np97 
interagierenden Aminosäuren von UBXD1 1-133 auf dem MD-simulierten Strukturmodell 
markiert (Abb. 35). 
 
Abb. 35 Mit Np97 interagierende Aminosäuren von UBXD1 1-133. Die aus der NMR-Titration von UBXD1 1-133 
mit Np97 interagierenden Aminosäuren (Abb. 34) wurden auf dem MD-simulierten Strukturmodell von UBXD1 1-133 
markiert (hoch affine Aminosäuren: schwarz, schwach affine Aminosäuren: blau, keine Interaktion: grau). Die Helices 
sind entsprechend der Wishart-Analyse bezeichnet. 
Wie bereits erwähnt gibt es einen schwach mit Np97 interagierenden Bereich im N-Terminus 
(H1/H2) und die Np97 hoch affin bindende VIM-Helix (H3). In dem Strukturmodell liegen 
H1/H2 und H3 in räumlicher Nähe, sodass die mit Np97 interagierenden Aminosäuren von 
UBXD1 1-133 auf einen relativ kleinen Bereich beschränkt sind. Im Gegensatz dazu zeigen L2 
und H4/C in der Titration keine Bindung und befinden sich auch in dem Strukturmodell nicht in 














Desweiteren wurde der Einfluss einiger Mutationen in den Np97-bindenden Bereichen von 
UBXD1 1-133 untersucht. Als Mutanten wurden dieselben verwendet wie auch schon zu den 
Mutationsstudien zur Interaktion der einzelnen Sekundärstrukturelemente (Kap. 3.1.3) 
Für die Interaktionsstudien wurden die einzelnen Mutanten 15N-markiert und mit 
lyophilisiertem Np97 titriert (Anhang 8.10). Zur Veranschaulichung wurden die shiftenden und 
verschwindenden Signale der Aminosäuren während der Titration auf dem MD-simulierten 
Strukturmodell des Wildtyps von UBXD1 1-133 markiert (Abb. 36). 
 
Abb. 36 Einfluss verschiedener UBXD1-Mutationen auf die Bindung mit Np97. Dargestellt sind die MD-
simulierten Strukturmodelle von UBXD1 1-120. Markiert sind jeweils die verschwindenden Aminosäuren (schwarz) 
und die shiftenden Aminosäuren (blau) sowie Aminosäuren ohne Interaktion (grau). Die jeweilige Mutation ist über 
der Struktur angegeben, die rote Pfeilspitze zeigt die Position der mutierten Aminosäuren in dem Modell. Mittig: 
Titration von UBXD1 1-133 mit Np97 (detaillierte Analyse siehe Abb. 34). Oben links: Titration von UBXD1 
DI11/12AA (120 µM) mit Np97 (200 µM). Die Bindung von H3 ist mit dem Wildtyp vergleichbar, die Bindung über 
H1/H2 entfällt fast gänzlich (roter Kreis). Oben rechts: Titration von UBXD1 QK21/22AA (160 µM) mit Np97 
(200 µM). Die Bindung über H3 ist unbeeinflusst, während die Bindung über H1/H2 reduziert ist (roter Kreis, vgl. 
UBXD1 DI11/12AA). Unten links: Titration von UBXD1 RQ45/46AA (220 µM) mit Np97 (200 µM). Die Interaktion mit 
Np97 ist unverändert. Unten rechts: Titration von UBXD1 RL62/63AA (200 µM) mit Np97 (200 µM). Die Interaktion 
über H1/H2 ist nur leicht verändert, während die Bindung von H3 mit dem VIM-Motiv zerstört ist (roter Kreis). 
Bei einer DI11/12AA-Mutation in H2 ist die Interaktion im Vergleich zum Wildtyp besonders 
von H1/H2 erheblich abgeschwächt. Es interagieren nur noch vereinzelt Aminosäuren mit Np97 
(Glu 7, Phe 8, Ala 17, Gln 21 bis Lys 24). Die Interaktion mit dem VIM-Motiv in H3 besteht 
weiterhin jedoch mit weniger interagierenden Aminosäuren in den Randbereichen (Arg 45 bis 
Thr 49 und Gln 67 bis Arg 69). Die Mutation von QK21/22AA am Ende von H2 führt zum Verlust 
der Bindung von H2 an Np97, wobei die Interaktion mit H1/L1 bestehen bleibt (Lys 2 bis Phe 8). 
Die Interaktion über H3 mit dem VIM-Motiv ist von dieser Mutation unbeeinflusst. Im Gegensatz 
zu den übrigen Mutanten hat die Mutation RQ45/46AA in L2 keinen wesentlichen Einfluss auf 
die Bindung von UBXD1 1-133 an Np97. Desweiteren wurde der Einfluss der Mutation des VIM-
Motivs in H3 (RL62/63AA) auf die Bindung von Np97 untersucht. Für diese Mutation ist eine 













Assays gezeigt worden (112). Die NMR-Titration hat den völligen Verlust der UBXD1-Bindung 
über das VIM-Motiv in H3 an Np97 bestätigt. Die Bindung über H2 bleibt jedoch erhalten (Gly 20 
bis Lys 30). 
Neben den Titrationen der Mutanten wurden auch verschiedene UBXD1-Konstrukte (1-80, 32-
133 und 1-154) mit Np97 titriert (Anhang 8.11). Im Wesentlichen bleibt die Bindung über 
H1/H2 und H3 mit dem VIM-Motiv in allen getesteten Konstrukten zwischen dem N-Terminus 
von UBXD1 und Np97 unverändert. Bei UBXD1 1-80 und 1-154 verschwinden die bindenden 
Aminosäuren in H2 nicht mehr wie bei UBXD1 1-133, sondern zeigen nur noch leichte Shifts (bis 
0,05 ppm). Der bindende Bereich um das VIM-Motiv in H3 fällt bei UBXD1 1-80 (Asn 50 bis Ala 
70) und bei UBXD1 1-154 (Asn 50 bis Gln 65) auch etwas kleiner aus als bei UBXD1 1-133 oder 
UBXD1 32-133 (45 Arg bis Trp 71). 
 
Fluoreszenz-Anisotropie: 
Desweiteren wurde zur Bestimmung der Affinität der Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und 
Np97 Fluoreszenz-Anisotropie gemessen (Kap. 2.6.3, Abb. 37). 
 
Abb. 37 Bestimmung der Affinität zwischen UBXD1-Konstrukten und Np97 mittels Fluoreszenz-Anisotropie. 
Die Bindung zwischen UBXD1 1-133 und Np97 (dunkelblaue Kurve, KD: 8 µM) wird um den Faktor 70 durch die 
Mutation des VIM-Motivs verschlechtert (hellblaue Kurve, KD: 580 µM). 
Die Messung von UBXD1 1-133 wt und Np97 ergab einen KD von 8,6 µM. Desweiteren wurde 
zusätzlich die Affinität von Np97 zur RL62/63AA-Mutante von UBXD1 bestimmt. Dabei wird die 
Interaktion über das VIM-Motiv zerstört, sodass die ermittelte Affinität in Annäherung der 
Bindung des N-Terminus (H2) von UBXD1 1-133 an Np97 entspricht. Der ermittelte KD liegt bei 










3.4. BINDUNGSSTELLE DES N-TERMINUS VON UBXD1 AUF NP97 
 
Nachdem in Kap. 3.3 die mit der N-Domäne von p97 interagierenden Aminosäuren von UBXD1 
1-133 bestimmt worden sind, soll auch geklärt werden, welche Aminosäuren der N-Domäne an 
der Interaktion mit dem N-Terminus von UBXD1 beteiligt sind. Dadurch wären die 
interagierenden Aminosäuren beider Interaktionspartner bekannt, was Rückschlüsse auf die an 
dieser Interaktion ausschlaggebenden Wechselwirkungen gibt sowie einen weiteren Eindruck 
von der Struktur des N-Terminus von UBXD1 vermitteln kann. 
 
3.4.1. Vorarbeiten zu den Interaktionsstudien von UBXD1 mit Np97 
 
Für die Interaktionsstudien des N-Terminus von UBXD1 mit der N-Domäne von p97 wurde auch 
die N-Domäne exprimiert und gereinigt. Das Expressionskonstrukt der N-Domäne 1-213 mit 
einem N-terminalen 6xHis-Tag und einer TEV-Protease-Schnittstelle in einem pProEx-Vektor 
wurde freundlicherweise von P. Freemont (Imperial College, London) zur Verfügung gestellt. 
 
Expressionstest der N-Domäne: 
Die optimale Expressionstemperatur von 30 °C wurde aus den Arbeitsprotokollen von 
P. Freemont übernommen. Daher wurde nur die Expressionsdauer noch einmal hinsichtlich 
möglicher Abbauprodukte untersucht (Abb. 38). Als Referenz für E. coli-eigene Proteine diente 
ein Ansatz, der nicht mit IPTG behandelt worden ist.  
 
Abb. 38 Expressionstest für 6xHis-Np97. Getestet wurde lediglich die Expressionsdauer zu den Zeitpunkten 
3 Stunden, 6 Stunden und über Nacht. Verglichen wurde jeweils der Überstand (Ü) und die Membranfraktion (P). Die 
beste Expression von 6xHis-Np97 (26 kDa) zeigte sich über Nacht. 
Der Expressionstest bei 30 °C in LB-Medium mit den Zeitpunkten 3 h, 6 h und über Nacht ergab, 
dass mit steigender Expressionsdauer die Menge an Np97 im Überstand zunimmt. Außerdem 
nimmt mit steigender Expressionsdauer auch der nicht lösliche Anteil von Np97 im Pellet zu. 
Desweiteren gibt es eine markante Bande zwischen 15 und 25 kDa. Ein Vergleich mit der 
Referenz ohne IPTG-Induktion lässt vermuten, dass es sich um ein E. coli-eigenes Protein 

















Da das Verhältnis zwischen löslichem Np97 und Np97 im Pellet über die Zeit konstant bleibt, 
aber die absolute Menge an Np97 mit steigender Expressionsdauer zunimmt, wurden die 
folgenden Expressionen von Np97 über Nacht bei 30 °C vorgenommen. 
 
Reinigung der N-Domäne: 
Nach der Expression wurden die Zellen in Niedrigsalzpuffer gelöst und mit Ultraschall 
aufgeschlossen. Nach der Ultrazentrifugation des Zelllysats wurde der Überstand abgenommen 
und filtriert, um größere Proteinaggregate und Zellreste zu entfernen. Die Reinigung der N-
Domäne von p97 beginnt mit einer Anionenaustauschchromatographie, um für die 
anschließende His-Affinitätschromatographie weniger Verunreinigungen zu haben. Bei einem 
pH von 6,6 des Anionenaustauschpuffers liegt Np97 (pI 5,64) als Anion vor und wird daher von 
der Anionenaustauschsäule gebunden und das Protein ist im Eluat zu erwarten (Abb. 39).  
 
Abb. 39 Anionenaustauschchromatographie von 6xHis-Np97. Nach verschiedenen Schritten wurden Proben für 
die SDS-PAGE genommen, um den Reinigungsfortschritt zu kontrollieren (rechts). Der Überstand nach der 
Ultrazentrifugation (Ü) bestätigt die Expression des Proteins. Das Chromatogramm des Anionenaustauschers (links) 
zeigt den Durchfluss nicht an die Säule gebundenen Proteins (A1-A3), das Eluat (A4 und A5) sowie den Verlust an 
Np97 im Reinigungsschritt (A6). Der Großteil des Np97-Proteins befindet sich im Eluat.  
Bei der Analyse des Durchfluss mittels SDS-PAGE (Abb. 39, A1-A3) ist nur eine geringe Menge an 
Np97 zu finden. Während der folgenden Elution entstehen zwei Peaks. Die Fraktionen des ersten 
Elutionspeaks enthalten sehr große Mengen an Protein, da nicht über einen Gradienten eluiert 
worden ist (A4, A5). In diesen Fraktionen befindet sich auch das Np97 (in Abb. 39 schlecht zu 
erkennen). Die Fraktionen des zweiten, kleineren Elutionspeaks enthalten nur noch einen 
geringen Anteil an Np97 (A6). Für die folgende Ni-NTA-Affinitätschromatographie wurden 
daher die Fraktionen des ersten Hauptpeaks gepoolt und als Auftrag (HA) verwendet (Abb. 40).  
 
Abb. 40 Ni-NTA-Affinitätschromatographie von 6xHis-Np97. Das Chromatogramm der Ni-NTA-
Affinitätschromatographie zeigt den Durchlauf und einen Elutionspeak (links). Vom Auftrag (HA), vom Durchlauf mit 
nicht gebundenen Protein (H1 und H2) und auch vom Elutionspeak (H3 und H4) wurden Proben mittels SDS-PAGE 
analysiert (rechts). Die Fraktionen der Schulter des Elutionspeaks weisen einige Verunreinigungen von 70 kDa auf 
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Der Auftrag für die Ni-NTA-Säule (Abb. 40, HA) hat im Vergleich zum Gesamtprotein (Abb. 39, Ü) 
ein deutlich größeren Anteil von Np97 im Verhältnis zu den übrigen E. coli-Proteinen. Bei der 
Untersuchung des Durchflusses (H1, H2) der His-Affinitätschromatographie ist keine Bande 
mehr für Np97 zu sehen. Bei den Banden zwischen 15 und 25 kDa ist eine starke Doppelbande 
im Auftrag und dem Durchfluss zu beobachten. Im Chromatogramm ist während der Elution 
über einen Gradienten ein Peak mit einer davor liegenden Schulter zu sehen (Abb. 40, links). Die 
Schulter (H3) beinhaltet Np97 mit einer Verunreinigung bei etwa 70 kDa. Der Hauptpeak (H4) 
beinhaltet laut SDS-PAGE Np97 mit nur wenigen Abbauprodukten. Daher wurde für die 
folgenden Experimente der Hauptpeak mit Np97 ohne Schulter konzentriert. 
In gleicher Weise wurde auch die Expression und Reinigung der 15N-markierten Probe für die 
Titrationen und der 15N-13C-markierten Probe für die sequentielle Zuordnung verfahren. 
 
Sequentielle Zuordnung: 
Um NMR-spektroskopische Bindungsstudien auf atomarer Ebene auch mit der N-Domäne von 
p97 durchzuführen, wurde zuerst ein 1H-15N-HSQC-Spektrum von markiertem Np97 
aufgenommen und die einzelnen Signale entsprechend den Aminosäuren in der Sequenz 
zugeordnet (Abb. 41).  
 
Abb. 41 1H-15N-HSQC-Spektrum von 15N-markiertem Np97. Zu sehen sind 165 Signale mit einer starken 
Dispersion. Der Ausschnitt links zeigt den zentralen Teil des Spektrums in einer Vergrößerung (siehe Markierung im 
rechten Spektrum). Es konnten 85 % der Signale mittels HNCACB und CBCACONH sowie anhand einer Publikation 
(98) zugeordnet werden. 
Das verwendete Np97-Konstrukt besteht inklusive His-Tag und Linker aus 224 Aminosäuren, 
von denen 12 Aminosäuren Proline und somit nicht in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum sichtbar 
sind. Insgesamt sind in dem 1H-15N-HSQC-Spektrum jedoch nur 165 Signale auffindbar. Von 
diesen 165 Signalen konnten 111 Signale durch Übertragung des Assignments aus einem 
publizierten Spektrum zugeordnet werden (98). Desweiteren konnten besonders im N-





















HNCACB/CBCACONH (Kap. 2.6.1) ergänzt werden. Damit sind insgesamt 85 % der Signale in 
dem 1H-15N-HSQC-Spektrum von Np97 zugeordnet (Anhang 8.12). Auf eine Zuordnung der 
Seitenketten-Atome wurde verzichtet, da die Zuordnung lediglich für die Auswertung der 
Interaktionsstudien und nicht zur Berechnung einer Struktur verwendet wurde. 
 
3.4.2. Untersuchung der Interaktion zwischen UBXD1 und Np97 
 
Nach Abschluss der sequentiellen Zuordnung des 1H-15N-HSQC-Spektrums von Np97 wurden 
Titrationen durchgeführt, um die mit dem N-Terminus von UBXD1 interagierenden 
Aminosäuren von Np97 zu identifizieren (Abb. 42).  
 
Abb. 42 Position der N-Domäne in einem p97-Monomer. PDB-ID: 3CF1. Zur Identifizierung der mit UBXD1 
interagierenden Aminosäuren von Np97 (blau, einschließlich dem ND1-Linker), wurde diese separat exprimiert und 
gereinigt. 
Als Titrand wurde anstelle von UBXD1 1-133 UBXD1 1-80 verwendet, da nur die ersten 71 
Aminosäuren von UBXD1 mit Np97 interagieren (Kap. 3.3). Es wurde auf das verkürzte 
Konstrukt zurückgegriffen, um den entstehenden Komplex aus UBXD1 und Np97 möglichst klein 
zu halten. Damit wird die Rotationskorrelationszeit des Komplexes so klein wie möglich 
gehalten, um ein unselektives Verschwinden der Resonanzen im 1H-15N-HSQC-Spektrum bei 
Bindung von UBXD1 zu vermeiden. In einem ersten Schritt wurde 15N-markiertes Np97 mit 
unmarkiertem UBXD1 1-80 titriert (Anhang 8.13 und 8.14). Zur Veranschaulichung wurden die 
mit UBXD1 1-80 interagierenden Aminosäuren auf der Struktur von Np97 markiert (Abb. 43). 
 
Abb. 43 Mit UBXD1 interagierende Aminosäuren von Np97 (weiß) inklusive D1-Linker (grau). PDB-ID: 1E32. 
Links: Blick auf die VIM-Motiv-bindende Furche der N-Domäne von p97, die der D1-Domäne zugewandt ist (siehe 
auch Kap 1.1.2). Rechts: Blick auf die gegenüberliegende Seite der VIM-Furche, abgewandt vom restlichen Hexamer. 
Mit UBXD1 1-80 stark (dunkelblau, verschwindende Signale) und schwach interagierende Aminosäuren (hellblau, 
kleine Verschiebungen) sind auf der Oberfläche markiert. Aminosäuren ohne Interaktion sind weiß/grau markiert. 
Neben der Bindung in der VIM-Furche, bindet UBXD1 1-80 auch im Bereich des Linkers zwischen der N- und der D1-












Ähnlich wie bei der Titration von markiertem UBXD1 mit Np97 kommt es auch bei der 
umgekehrten Titration häufiger zur Verringerung der Signalintensität als zu shiftenden Signalen. 
Für die Auswertung der Interaktion wurden daher sowohl die Veränderung der Lage als auch 
die Änderung ihrer Intensitäten herangezogen. Mit diesem Experiment konnten interagierende 
Aminosäuren in der VIM-Furche von Np97 (Val 38 bis Gln 43, Gly 54, Thr 56, Val 88, Val 87, 
Tyr 138 bis Tyr 143, Ile 151 bis Arg 155, Ile 175 bis Ile 182) und zusätzlich darüber liegende 
Aminosäuren (Cys 105 bis Gly 111) mit UBXD1 1-80 bestätigt werden (Abb. 43, links). Am 
oberen Ende der VIM-Furche verschwinden die interagierenden Aminosäuren (slow exchange), 
während sie am unteren Ende eher shiften (fast exchange). Das deutet darauf hin, dass die 
Interaktion mit UBXD1 1-80 im oberen Teil der VIM-Furche stärker als im unteren Teil ist. Zu 
den interagierenden Aminosäuren der VIM-Furche befinden sich auch auf der äußeren Seite 
(von der D1-Domäne abgewandten Seite, Abb. 43 rechts) von Np97 weitere mit UBXD1 1-133 
interagierende Aminosäuren. Auf dieser Seite (gegenüber der VIM-Furche) von Np97 können 
zwei interagierende Bereiche separiert werden. Der eine Bereich enthält relativ stark 
interagierende Aminosäuren, die jedoch auf der Oberfläche nicht zusammenhängend liegen 
(Gln 50, Leu 58, Lys 60, Ser 101, Ile 100, Thr 168). Der zweite Bereich ist der Linker zur D1-
Domäne mit auf der Oberfläche umliegenden Aminosäuren (Arg 93, Leu 117, Gly 156, Cys 184 
bis Glu 195). Dieser zweite Bereich umfasst sowohl verschwindende (stark interagierend) als 
auch shiftende (schwach interagierend) Aminosäuren, die sehr konzentriert zusammen liegen. 
UBXD1 1-80 besitzt demnach zwei Interaktionsstellen auf Np97. Zum einen die bereits für VIM-
Motive bekannte hydrophobe Tasche zwischen den beiden Subdomänen der N-Domäne (VIM-
Furche, Abb. 43). Zum anderen den Linker zwischen der N- und D1-Domäne, der an der 
Konformation des p97-Hexamers maßgeblich beteiligt ist (Kap. 1.1.2). Die mit UBXD1 1-80 
interagierenden Aminosäuren von Np97 zeigen keine besondere Präferenz für 
Sekundärstrukturelemente oder Loop-Bereiche (Abb. 44). 
 
Abb. 44 Aminosäuren von Np97, die mit UBXD1 wt und UXBD1 RL62/63AA interagieren. Oben: 
Sekundärstrukturverteilung entlang der Np97-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter 
Bereich). Unten: Mit UBXD1 1-80 (dunkelblau) und mit UBXD1 1-80 RL62/63AA (hellblau) interagierende 
Aminosäuren von Np97 entsprechend ihrer Position in der Sequenz. Die VIM-Mutante RL62/63AA von UBXD1 
interagiert mit deutlich weniger Aminosäuren als der Wildtyp. 
Wie bereits festgestellt werden konnte, gibt es im N-Terminus von UBXD1 1-133 zwei mit Np97 
interagierende Bereiche (Kap. 3.3): Zum einen die N-terminal gelegenen H1/H2 und zum 
anderen H3 mit dem VIM-Motiv. Die Bindung des VIM-Motivs in die hydrophobe Furche der 
beiden Subdomänen der N-Domäne von p97 ist bereits für das VIM-Motiv in gp78 beschrieben 
worden (112). Um zu überprüfen, ob die in der VIM-Furche interagierenden Aminosäuren von 
Np97 in diesem Experiment auch tatsächlich mit dem VIM-Motiv in H3 von UBXD1 1-80 
















bereits gezeigt (Kap. 3.3), interagiert diese Mutante nur noch über H1/H2 von UBXD1 mit Np97. 
Im Vergleich zum Wildtyp UBXD1 1-80 interagieren mit der VIM-Mutante nur noch 37 % der 
ursprünglichen Aminosäuren (Abb. 44). Dafür interagiert die Mutante aber mit 7 anderen 
Aminosäuren von Np97 (Asp 55, Ser 73, Cys 105, Ile 119, Leu 130, Gly 157 und Asn 199), mit 
denen der Wildtyp nicht interagiert. Die mit UBXD1 1-80 RL62/63AA interagierenden 
Aminosäuren von Np97 verändern ihre Intensitäten im Vergleich zur Interaktion mit dem 
Wildtyp nicht (Val 39 bis Gln 43, Asp 55, Ser 73, Leu 140, Ala 143, Val 176, Asp 179). Zur 
Veranschaulichung wurden die mit UBXD1 1-80 RL62/63AA interagierenden Aminosäuren von 
Np97 in dem Strukturmodell von Np97 markiert (Abb. 45). 
 
Abb. 45 Mit UBXD1 RL62/63AA interagierende Aminosäuren von Np97 (weiß) inklusive D1-Linker (grau). 
PDB-ID: 1E32. Links: Blick auf die VIM-Motiv-bindende Furche der N-Domäne von p97, die der D1-Domäne 
zugewandt ist (siehe auch Kap 1.1.2). Rechts: Blick auf die gegenüberliegende Seite der VIM-Furche, abgewandt vom 
restlichen Hexamer. Mit UBXD1 1-80 RL62/63AA stark (dunkelblau, verschwindende Signale) und schwach 
interagierende Aminosäuren (hellblau, kleine Shifts) sind auf der Oberfläche markiert. Aminosäuren ohne Interaktion 
sind weiß/grau markiert. Mit der VIM-Mutante von UBXD1 entfällt die Bindung in der VIM-Furche der N-Domäne von 
p97. Die Interaktion mit dem Linker zur D1-Domäne bleibt bestehen. 
Die Anzahl der mit der VIM-Mutante von UBXD1 interagierenden Aminosäuren in der VIM-
Furche von Np97 nimmt stark ab und die Aminosäuren liegen auch nicht mehr in einem 
zusammenhängenden Bereich (Abb. 45, links). Im Gegensatz dazu bleibt die Anzahl der 
interagierenden Aminosäuren auf der Seite mit dem Linker zur D1-Domäne (gegenüber der 
VIM-Furche) gleich (Abb. 45, rechts). Auf dieser Seite verschwinden nur vereinzelt Aminosäuren 
(Gln 50, Lys 60, Ser 101). In der Nähe des Linkers zur D1-Domäne interagieren im Vergleich zum 
Wildtyp (Arg 93, Leu 117, Gly 156, Cys 184 bis Glu 195) zusätzlich die Aminosäuren Ile 119, 
Asn 130 sowie Asn 199. Die Änderung der Intensitäten beim Wildtyp und bei der RL62/63AA-
Mutante von UBXDI 1-80 erfolgt in gleichem Maße. Desweiteren wurde eine Negativkontrolle 
mit der Titration von Np97 mit UBXD1 32-133 RL62/63AA durchgeführt. Dieses Konstrukt 
besitzt weder H1/H2 noch ein intaktes VIM-Motiv. Es konnte keine wesentlichen Änderung der 
Resonanzen von Np97 in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum beobachtet werden (Anhang 8.13 und 
8.14). Damit konnte nochmals bestätigt werden, dass die Bindung zwischen UBXD1 1-133 und 
Np97 allein über H1/H2 und H3 mit dem VIM-Motiv erfolgt.  
 
3.4.3. Interaktion zwischen Np97 und einer Phosphat-Pinzette 
 
Die Untersuchung der Interaktion zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und der N-Domäne 
von p97 auf atomarer Ebene ergab, dass in den Interaktionsbereichen sowohl in der VIM-Furche 
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(Arg 53, Lys 109, Arg 144, Arg 155) als auch im Bereich des ND1-Linkers (Lys 62, Lys 63, Arg 64, 
Arg 64, Arg 93, Lys 164, Lys 190, Arg 191) zahlreiche Arginine und Lysine mit einer positiven 
Ladung vorkommen (Kap. 3.3 und 3.4). Diese Anhäufung positiv geladener Aminosäuren in den 
interagierenden Bereich von Np97 mit UBXD1 1-80 wurde zur Grundlage genommen, um diese 
Interaktion mit einer Phosphat-Pinzette, einem Werkzeug der supramolekularen Chemie, zu 
unterbrechen. Diese Phosphat-Pinzette bindet mit ihrem Ringsystem die Methylengruppen der 
Seitenketten geladener Aminosäuren (Lysin etwas stärker als Arginin) und stabilisiert diese 
Bindung mit den zwei negativ geladenen Phosphatgruppen über ionische Wechselwirkung mit 
der Amid- und der ε-NH-Gruppe (Abb. 46, (152)). 
 
Abb. 46 Bindung der Phosphat-Pinzette an die Seitenkette eines Lysins. Die Interaktion zwischen der Phosphat-
Pinzette und Lysinen bzw. weniger affinen Argininen wird vermittelt durch die negativ geladenen Phosphationen. Das 
Molekulargewicht der Phosphat-Pinzette beträgt 814,58 g/mol. 
In einem ersten Versuch sollte die Bindung dieser Phosphat-Pinzette an die Lysine und Arginine 
der N-Domäne von p97 überprüft sowie deren inhibierender Einfluss auf den UBXD1-Np97-
Komplex getestet werden. 
 
NMR-Spektroskopie: 
Zuerst wurde mittels NMR-Spektroskopie getestet, mit welchen Argininen und Lysinen von 
Np97 die Phosphat-Pinzette interagiert. Dazu wurde ein 1H-15N-HSQC-Spektrum des 15N-
markierten Np97 aufgenommen und anschließend die Phosphat-Pinzette hinzutitriert 
(Anhang 8.15). Die dabei interagierenden Aminosäuren wurden anschließend auf dem 
Strukturmodell der N-Domäne von p97 markiert (Abb. 47).  
 
Abb. 47 Mit der Phosphat-Pinzette interagierende Aminosäuren von Np97. PDB-ID: 1E32. Links: Blick auf die 
VIM-Motiv-bindende Furche der N-Domäne von p97, die der D1-Domäne zugewandt ist (siehe auch Kap 1.1.2). 
Rechts: Blick auf die gegenüberliegende Seite der VIM-Furche, abgewandt vom restlichen Hexamer. Auf der 
Oberfläche von Np97 (200 µM) sind die mit der Phosphat-Pinzette (100 µM) interagierenden Aminosäuren grün 
markiert (nicht interagierende AS: weiß für die N-Domäne, grau für den ND1-Linker). Insgesamt scheint die Pinzette 













Nach Zugabe der Phosphat-Pinzette zur N-Domäne von p97 waren sowohl shiftende als auch 
verschwindende Signale in dem 1H-15N-HSQC-Spektrum von Np97 zu beobachten. Neben einigen 
Lysinen und Argininen verändern sich auch die umliegenden Aminosäuren. Somit können 
insgesamt sechs mit der Pinzette interagierende Bereiche auf der Oberfläche von Np97 
detektiert werden. Ein Bereich befindet sich um das Lys 18 (Ile 16, Leu 17 und Gln 19). Dieser 
Bereich ist aufgrund der Flexibilität des N-Terminus nicht in der Kristallstruktur zu sehen. Ein 
weiterer Bereich befindet sich bei Arg 25 (Gly 97, Val 99, Ile 100, Ser 101, Ile 102, Gln 103). 
Zudem shiften auch die Aminosäuren um Lys 63 (Lys 60, Gly 61, Arg 93). Die Veränderungen im 
Bereich von Arg 113 (Ile 114, His 115, Leu 117, Val 165, Thr 168) weisen ebenfalls auf eine 
Bindung der Phosphat-Pinzette hin. Ein sechster Bereich befindet sich im ND1-Linker mit der 
Bindung des Lys 190 (Ile 119, Asp 120, Asp 121, Val 123, Arg 191, Glu 195, Glu 196) durch eine 
Pinzette. 
Im Gegensatz dazu befindet sich auf der Seite der VIM-Furche lediglich ein Bereich mit 
shiftenden Aminosäuren (Ala 31, Glu 34, Asp 35, Ser 37, Abb. 47, roter Kreis). In der Nähe dieses 
Bereiches liegt jedoch weder ein Lysin noch ein Arginin, dass die Pinzette binden könnte.  
Neben den auf der Oberfläche interagierenden Aminosäuren, gibt es einige Aminosäuren im 
Inneren der Struktur, die ebenfalls einige Shifts aufweisen (Val 71, Ile 79, Val 87, Val 88, Leu 135, 
Ile 151, Phe 152, Leu 198). 
 
Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC): 
Die ITC-Studien wurden freundlicherweise von Klaus Kowski aus dem Institut für Organische 
Chemie (Prof. Schrader) der Universität Duisburg-Essen durchgeführt. 
Es wurden 10 µM Np97 in 29 Schritten mit der Phosphat-Pinzette auf eine Endkonzentration 
von 1,02 mM bei einer Temperatur von 25 °C titriert. Es wurden zwei Titrationsreihen 
durchgeführt, von denen eine exemplarisch dargestellt ist (Abb. 48), und die Mittelwerte der 
einzelnen Parameter gebildet. 
 
Abb. 48 ITC zur Bindung zwischen einer Phosphat-Pinzette und Np97. Es wurden 1,02 mM Phosphat-Pinzette 
gegen 10 µM Np97 titriert. Die freie Enthalpie beträgt -64 kcal/mol, die Stöchiometrie 1:6 (Np97:Phosphat-Pinzette) 
und die Affinität 6 µM für die Bindung zwischen Np97 und einer Phosphat-Pinzette. Fit-Parameter: N = 0,190, 
K = 1,75E5, DH = -5,238, DS = -152. 
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Aus den ITC-Thermogrammen wurde für -T·∆S ein Wert von 56,92 kcal/mol ermittelt. 
Desweiterem beträgt die Enthalpie ∆H der Bindung der Phosphat-Pinzetten an 
Np97 -64,11 kcal/mol. Insgesamt besitzt die Reaktion damit eine freie Bindungsenthalpie ∆G 
von -7,2 kcal/mol. Außerdem konnte eine Affinität von 6 µM ermittelt werden. Durch Fitten der 
kalorischen Daten gegen das molare Verhältnis von Np97 und der Phosphat-Pinzette ergibt sich 
eine Stöchiometrie von 6 Phosphat-Pinzetten auf ein Molekül Np97. 
 
Fluoreszenz-Anisotropie: 
Um zu überprüfen, ob die an Np97-bindende Phosphat-Pinzette die Interaktion zwischen dem N-
Terminus von UBXD1 und der N-Domäne von p97 inhibiert, wurde die Affinität zwischen UBXD1 
1-133 und Np97 mittels Anisotropie im Gegenwart der Phosphat-Pinzette erneut gemessen 
(Abb. 49). 
 
Abb. 49 Affinität zwischen UBXD1 1-133 und Np97 in Gegenwart der Phosphat-Pinzette. Die Affinität zwischen 
UBXD1 1-133 und Np97 (dunkelblaue Kurve, KD: 8 µM) wird um den Faktor 27 schwächer, wenn die N-Domäne von 
p97 die Phosphat-Pinzette gebunden hat (hellblaue Kurve, KD: 216 µM). 
Die Phosphat-Pinzette wurde im Unterschuss (0,5:1) mit Np97 inkubiert, damit die Pinzette 
hauptsächlich an Np97 gebunden ist und nicht mehr mit UBXD1 1-133 interagieren kann. Die 
mit diesem Ansatz ermittelte Affinität zwischen UBXD1 1-133 und Np97 ist um den Faktor 27 
schlechter als ohne Pinzette. Der KD-Wert liegt in Anwesenheit der Phosphat-Pinzette bei 









3.5. Interaktion zwischen UBXD1 und der D1D2-Domäne von p97  
 
Es konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von UBXD1 in die VIM-Furche der N-Domäne 
von p97 bindet. Diese hydrophobe Tasche ist der D1-Domäne zugewandt (Abb. 50).  
 
Abb. 50 Position der D1D2-Domäne in einem p97-Monomer. PDB-ID: 3CF1. Zur Identifizierung der mit D1D2p97 
(grün) interagierenden Aminosäuren von UBXD1 1-133, wurde D1D2p97 ohne N-Domäne exprimiert und gereinigt. 
Daher könnte aufgrund der räumlichen Nähe von N- und D1-Domäne von p97 UBXD1 1-133 
auch an die D1-Domäne binden. Da die D1-Domäne nach dem Testen verschiedener Vektoren 
(pET41b, pET22b), Tags (GST-Tag, 6xHis-Tag) sowie Expressionsstämme (BL21(DE3)T1r, 
Rosetta) nicht löslich zu exprimieren war, wurde mit einem Konstrukt, das die D1- und die D2-
Domäne enthält, gearbeitet. Im Folgenden wird die Interaktion zwischen dem N-Terminus von 
UBXD1 1-133 und der D1D2-Domäne von p97 beschrieben. Dazu wird zuerst auf die Klonierung, 
Expression und Reinigung der D1D2-Domäne und anschließend auf die Analyse der NMR-
spektroskopischen Titrationen mit dem N-Terminus von UBXD1 eingegangen. Die Ergebnisse 
aus den NMR-Experimenten wurden mit analytischen Gelfiltrationen und Fluoreszenz-
Anisotropie-Messungen ergänzt. 
 
3.5.1. Vorarbeiten zu den Interaktionsstudien von UBXD1 mit D1D2p97 
 
Klonierung der D1D2-Domäne: 
Für die Klonierung der D1D2-Domäne von p97 in den mit einer PreScission-Schnittstelle 
versehenen pET41b wurde als Template p97 full length (BC 1118) und das Primer-Paar 
2062F/2063R verwendet. Zur Amplifizierung des D1D2-DNA-Konstrukts wurde eine 
zweistufige PCR durchgeführt und der gesamte PCR-Ansatz auf ein Agarosegel aufgetragen (Abb. 
51).  
 
Abb. 51 Agarosegel nach der PCR zur Vervielfältigung des D1D2p97-Inserts. Die PCR wurde mit dem Template 
BC1118 und dem Primer-Paar 2062F/2063R bei einer Annealing-Temperatur von 54 °C durchgeführt. Die in dem 
















Es konnte eine Bande > 1500 bp detektiert werden (erwartete Größe für D1D2: 1821 bp). Die 
Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die darin enthaltene DNA isoliert. Anschließend 
wurden sowohl das Insert (D1D2p97) als auch der Vektor (pET41b) in separaten Ansätzen mit 
ApaI und XhoI gleichzeitig geschnitten. Nachdem die verdaute DNA des Inserts und des Vektors 
gereinigt wurde, wurden Insert und Vektor in einem Verhältnis von 3 zu 1 mit 47 ng Insert 
ligiert. Daraufhin wurde 1 µl des Ligationsansatzes in Shox-Zellen transformiert und über Nacht 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt, um richtige Klone zu 
selektieren. Das Ergebnis der Kolonie-PCR wurde mit einem Agarosegel überprüft (Abb. 52). 
 
Abb. 52 Kolonie-PCR zur Überprüfung positiver D1D2p97-Klone. Nach der Ligation von D1D2p97 und pET41b 
wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Der Klon 2 mit einer Bande zwischen 1500 und 2000 bp enthält das 
gewünschte D1D2p97-Konstrukt. 
Bei Kolonie 2 ist eine Bande zwischen 1500 bp und 2000 bp zu sehen. Alle anderen Kolonien 
sind negativ, da vermutlich die Größe des Inserts (1800 bp) eine korrekte Ligation erschwert. 
Die Plasmid-DNA der Kolonie 2 wurde isoliert, zur Sequenzierung geschickt und anschließend 
mit der richtigen Sequenz in den E. coli-Expressionsstamm Bl21(DE3)T1r transformiert. 
 
Expressionstest der D1D2-Domäne 
Um die Ausbeute an löslichen GST-D1D2p97 (95 kDa) mit möglichst wenig Abbauprodukten zu 
maximieren, wurde ein Expressionstest in LB-Medium bei den Temperaturen 25 °C, 30 °C und 
37 °C nach unterschiedlicher Expressionsdauer (3 h, 6 h, über Nacht) durchgeführt (Abb. 53). Als 
Referenz für E. coli-eigene Proteine wurde eine Probe, die über Nacht kultiviert, aber nicht 
induziert worden war, verwendet. 
 
Abb. 53 Expressionstest für GST-D1D2p97. Getestet wurde in LB-Medium bei den Temperaturen 25 °C, 30 °C und 
37 °C sowie zu den Zeitpunkten 3 Stunden, 6 Stunden und über Nacht. Verglichen wurde jeweils der Überstand (Ü) 
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Der Anteil an löslichem GST-D1D2p97 im Überstand nimmt im Vergleich mit unlöslichem GST-
D1D2p97 im Pellet bei einer Expressionstemperatur von 25 °C mit steigender Expressionsdauer 
zu. Wird die Expressionstemperatur auf 30 °C oder 37 °C erhöht, sinkt der Anteil an löslichem 
Protein im Überstand. Bei einer Expression bei 30 °C ist im Gegensatz zu 25 °C mehr unlösliches 
Protein zu finden und bei einer Expression bei 37 °C liegt bereits schon nach 3-stündiger 
Expression das meiste GST-D1D2p97 unlöslich im Pellet vor. Der Expressionstest zeigt auch, 
dass bei höheren Expressionstemperaturen (30 °C und 37 °C) vermehrt Abbauprodukte 
entstehen, während sie bei 25 °C am geringsten sind. Zudem ist ein weiteres Protein mit einer 
Größe von ca. 35 kDa zu sehen, welches auch ohne Induktion exprimiert wird (Abb. 53, -IPTG). 
Desweiteren ist bei der Referenz wie in den induzierten Proben eine Bande bei etwa 100 kDa zu 
sehen. Unter den getesteten Bedingungen ergaben sich die besten Expressionsbedingungen für 
GST-D1D2p97 bei einer Expression für 16 Stunden über Nacht bei 25 °C. 
 
Reinigung der D1D2-Domäne 
Nach erfolgter Expression wurden die Zellen in Niedrigsalzpuffer mit zusätzlichen 50 mM 
Natriumcholat gelöst und mit Lysozym aufgeschlossen. Anschließend wurden die Zellen mit 
Ultraschall für 1 Stunde mit 70 % Intensität behandelt (1 Sekunden-Zyklen: 1 Sekunde Schall 
und 1 Sekunde Pause im Wechsel, damit sich die Probe nicht zu stark erhitzt) und 
ultrazentrifugiert. Danach wurde der Überstand abgenommen und steril filtriert, um größere 
Proteinaggregate und Zellreste für die anschließende GST-Affinitätschromatographie zu 
entfernen. Um den Fortschritt der Reinigung zu überprüfen, wurde eine Probe nach der 
Behandlung der konzentrierten Fraktionen der GST-Elution mit der PreScission-Protease und 
weitere Proben während der folgenden Gelfiltration für die Analyse mittels SDS-PAGE 
entnommen. Wie in Abb. 54 zu sehen, ist der Elutionspeak der GST-Affinitätschromatographie 
im Vergleich zum Auftrag relativ klein und entspricht einer geringen Ausbeute (Abb. 54, A).  
 
Abb. 54 GST-Affinitätschromatographie von GST-D1D2p97. Nach verschiedenen Reinigungsschritten wurden 
Proben für die SDS-PAGE genommen, um den Fortschritt zu kontrollieren (Abb. 55). Der Elutionspeak der GST-
Affinitätschromatographie ist bei etwa 570 min zu sehen (A).  
Die Fraktionen des Elutionspeaks der GST-Affinitätschromatographie wurden auf 1 Milliliter pro 
1 l Expressionsmedium konzentriert und der GST-Tag des Konstrukts mit einer PreScission-
Protease entfernt. Mit der GST-Affnitätschromatographie konnte das GST-D1D2p97 
Fusionsprotein erfolgreich von den anderen E. coli-eigenen Proteinen getrennt und mittels 

























Anschließend erfolgte eine Gelfiltration mit der Superdex 200, um D1D2p97 von dem GST-Tag 
zu trennen (Abb. 55).  
 
Abb. 55 Gelfiltration von D1D2p97. Von den Fraktionen der einzelnen Peaks wurden Proben für die SDS-PAGE 
entnommen, um den Reinheitsgrad zu kontrollieren (rechts). Der Auftrag des mit PreScission-Protease-behandelten 
Proteins (AP) bestätigt die Trennung des GST-Fusionsproteins. Für weitere Experimente wurden die Fraktionen des 
ersten Peaks (G1-G3) verwendet. 
Im Chromatogramm der Gelfiltration sind drei Peaks zu erkennen. Laut SDS-PAGE bestehen die 
Proben von den Peaks bei ca. 70 min (G1, G2, G3) und 95 min (G4) zum größten Teil aus 
D1D2p97, weisen aber zudem einen geringen Anteil an Verunreinigung mit dem GST-Tag auf. 
Der dritte Peak (G5) enthält sowohl den GST-Tag als auch D1D2p97. Für die weiteren 
Messungen wurden daher die Fraktionen des ersten Peaks (G1 bis G3) konzentriert und für 
NMR-Messungen gegebenenfalls umgepuffert. Dabei wurde durch die Porengröße des 
Zentrikons (30 kDa) die GST-Verunreinigung entfernt. 
Der Hauptpeak (bei 70 min) der Gelfiltration der D1D2-Domäne lässt aufgrund seiner Breite und 
der linksseitigen Schulter vermuten, dass die D1D2-Domäne nicht als reines Hexamer vorliegt. 
Um dies zu überprüfen wurde zusätzliche eine analytische Gelfiltration durchgeführt (Abb. 56). 
 
Abb. 56 Analytische Gelfiltration von D1D2p97. Das Chromatogramm zeigt die Absorptionen bei 280 nm 
(dunkelblau) und bei 214 nm (hellblau) der analytischen Gelfiltration von D1D2p97 mit einer Superdex 200 
10/300 GL. Die beiden größten Peaks enthalten D1D2p97 (siehe SDS-PAGE, im Vergleich zu Abb. 55 durch andere 
Bedingungen verändertes Laufverhalten). Das GST-gereinigte D1D2p97 liegt sowohl als Hexamer (H) als auch als 
Trimer (T) vor. 
Aus der Analyse des Gelfiltrationsprofils geht hervor, dass die D1D2-Domäne in zwei 
Multimerisierungsformen vorliegt, wobei das größere Multimer einen geringeren Anteil 
einnimmt. Zur Bestimmung der Größe der Multimere wurde eine Kalibration der 





































































Multimer (H) ist 445 kDa groß, was näherungsweise einem Hexamer (erwartete Größe: 
402 kDa) entspricht und das andere Multimer (T) ist 204 kDa groß, was einem Trimer 
(erwartete Größe: 201 kDa) entspricht.  
 
3.5.2. Untersuchung der Interaktion zwischen UBXD1 und D1D2p97 
 
NMR-Spektroskopie 
Um eine mögliche Interaktion zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und der D1D2-Domäne 
von p97 mittels NMR-Spektroskopie zu untersuchen, wurde ein 1H-15N-HSQC-Spektrum von 15N-
markiertem UBXD1 1-133 in Abwesenheit und Anwesenheit der unmarkierten D1D2-Domäne 
aufgenommen. Zur Analyse der Interaktion wurden die Intensitäten der Signale ausgewertet 
(Kap. 2.6.1). Nach Zugabe der D1D2-Domäne kommt es mit zunehmender Konzentration zu 
Änderungen der Intensität einiger Signale von UBXD1 1-133 (Abb. 57, blau), was auf eine 
spezifische Interaktion hinweist.  
 
Abb. 57 Titration von 15N-markiertem UBXD1 1-133 mit Np97 und D1D2p97. Oben: Sekundärstrukturverteilung 
entlang der UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). Unten: Analyse 
der Intensitäten der einzelnen Aminosäuren von UBXD1 1-133 (100 µM) nach Zugabe von 500 µM Np97 (grün) und 
200 µM D1D2p97 (blau, doppelte Aufnahmezeit). Die Analyse der Intensitätenänderung bei Zugabe von Np97 
entspricht im Wesentlichen der Shift-Analyse der Titration mit Np97 (Kap. 3.3): H1/H2 und H3 mit dem VIM-Motiv 
von UBXD1 1-133 interagieren mit Np97. D1D2p97 interagiert mit H1/H2 und H3/H4 von UBXD 1-133. 
Wie auch die N-Domäne (Kap. 3.3) interagiert auch die D1D2-Domäne mit mehreren Bereichen 
von UBXD1 1-133. Zum einen gibt es Veränderungen im vorderen N-Terminus von UBXD1 1-133 
in H1, L1 und dem Anfang von H2 (Phe 4, Phe 5, Gln 7, Phe 8, Asp 11 bis Phe 14 und Ala 17). Zum 
anderen sind auch Wechselwirkungen mit H3 (Glu 51 bis Gln 53, Ala 55 bis Gln 65), L3 (Gln 67, 
Arg 69 bis Gly 72) und H4 (Thr 78 bis Arg 80, Val 83 bis Glu 86 und Gln 88 bis Glu 90) zu 
erkennen. Desweiteren hat Leu 116 ebenfalls eine merkliche Intensitätsdifferenz von 0,5. Die 
unterschiedlichen Intensitätsdifferenzen des vorderen (H1 bis H2, ΔI = 0,25-0,52) und des 
hinteren Bereichs (H3 bis H4, ΔI = 0,3-1,3) deuten darauf hin, dass der vordere Teil mit einer 
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Weiterhin wurden die Bindestellen von UBXD1 1-133 an die N-Domäne mit denen der D1D2-
Domäne verglichen (Kap. 3.3). Es gibt jeweils zwei interagierende Bereiche (H1/H2 und H3/H4), 
die sich teilweise überlappen. So binden sowohl die N-Domäne als auch die D1D2-Domäne H1 
und H2 von UBXD1 1-133. Während die N-Domäne vorwiegend mit der gesamten H2 und Teilen 
von L2 interagiert (Ala 17 bis Val 27), bindet die D1D2-Domäne nur H1 und den N-terminalen 
Bereich von H2 (Asp 11 bis Ala 17). Das VIM-Motiv wird ebenfalls von beiden Domänen 
gebunden. Während die N-Domäne um den Bereich des VIM-Motivs bindet (Arg 45 bis Trp 71), 
interagiert die D1D2-Domäne mehr C-terminal des VIM-Motivs (Glu 51 bis Glu 90). Die 
Intensitätsdifferenzen zwischen der Bindung von UXBDI 1-133 mit Np97 und der mit D1D2p97 
liegen für die D1D2-Domäne für den N-terminalen Bereich (H1/H2) niedriger, was auf eine 
schwächere Bindung von D1D2p97 als Np97 hindeutet. Im Gegensatz dazu wird der Bereich um 
das VIM-Motiv (H3/H4) von beiden Domänen ähnlich gebunden (keine signifikanten 
Unterschiede in der Intensitätsdifferenz). Die interagierenden Aminosäuren von UBXD1 1-133 
mit Np97 und D1D2p97 wurden zur Veranschaulichung auf dem MD-simulierten Strukturmodell 
von UBXD1 1-120 markiert (Abb. 58). 
 
Abb. 58 Interaktion von UBXD1 1-133 mit Np97 und D1D2p97. Dargestellt sind die MD-simulierten 
Strukturmodelle von UBXD1 1-120. Markiert sind jeweils die verschwindenden oder schwächer werdenden 
Aminosäuren (schwarz) und die shiftenden Aminosäuren (blau). Aminosäuren, die keine Interaktion zeigen sind grau. 
A: Titration von UBXD1 mit Np97. Sowohl H1/H2 als auch H3 (VIM) interagieren mit Np97. Np97 interagiert stärker 
mit H2 als D1D2p97 (roter Kreis) B: Titration von UBXD1 1-133 mit D1D2p97. Neben H1/H2 und H3 bindet D1D2p97 
auch H4 (roter Kreis). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass UBXD1 1-133 sowohl die N-Domäne als auch die D1D2-
Domäne von p97 bindet. Die Interaktion wird über zwei Bindestellen vermittelt. Die N-terminale 
Bindestelle (H1/H2) hat eine geringere Affinität als der Bereich mit der VIM-Helix (H3/H4). Im 
Gegensatz zur N-Domäne interagiert UBXD1 1-133 mit der D1D2-Domäne auch über die vierte 
Helix. Dafür ist die Interaktion mit Np97 in H2 stärker ausgeprägt. 
Die Interaktion zwischen dem VIM-Motiv von UBXD1 1-133 und Np97 konnte durch die 
Mutation RL62/63AA verhindert werden (Kap. 3.3). In einer weiteren Titration wurde die 
Interaktion dieser UBXD1-VIM-Mutante und der D1D2-Domäne untersucht. Die Analyse der 
NMR-Titrationsexperimente hat gezeigt, dass die Bindung von UBXD1 1-133 an die D1D2-
















Abb. 59 Titration von 15N-markiertem UBXD1 1-133 und UBXD1 RL62/63AA mit D1D2p97. Oben: 
Sekundärstrukturverteilung entlang der UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = 
unstrukturierter Bereich). Unten: Analyse der Intensitäten der einzelnen Aminosäuren von UBXD1 1-133 (100 µM, 
blau) und der VIM-Mutante UBXD1 1-133 RL62/63AA (150 µM, rot) nach Zugabe von 200 µM D1D2p97. D1D2p97 
interagiert mit H1/H2 und H3/H4 von UBXD1 1-133. Im Gegensatz zu Np97 wird die Interaktion mit der D1D2-
Domäne nicht durch die RL62/63AA-Mutation unterbrochen. Ala 59 bis Leu 63 wurden aufgrund der fehlenden 
Zuordnung der durch die Mutation geshifteten Aminosäuren nicht ausgewertet. 
Die Mutante weist allerdings ein verändertes Bindeverhalten an D1D2p97 im Vergleich zum 
Wildtyp auf. Neben der Bindung von H1 ist nun auch die gesamte H2 an der Bindung beteiligt 
(Lys 2, Glu 7, Asp 11, Lys 13, Phe 14, Gly 18, Leu 23 bis Glu 25). Zusätzlich binden auch einige 
Aminosäuren von L2 sehr schwach (Val 27 bis Arg 45). Der Bereich zwischen H3 und H4 (Asn 50 
bis Gln 88) von UBXD1 1-133 bindet an D1D2p97 in ähnlicher Weise wie im Wildtyp beobachtet, 
aber etwas schwächer ausgeprägt. Zusätzlich gibt es am unstrukturierten C-Terminus von 
UBXD1 1-133 RL62/63AA (Kap. 3.1.3) einige Aminosäuren (Ala 114 bis Ala 117), die eine 
Interaktion mit der D1D2-Domäne aufzuweisen scheinen. Die Intensitätsdifferenzen sind bei der 
Titration der RL62/63AA-Mutante mit D1D2p97 geringer und erreichen im Gegensatz zum 
Wildtyp bei keiner Aminosäure einen Wert über 0,5. Die Mutation des Arginins und Leucins an 
Position 62 und 63 zu Alaninen führt zu einem Verlust der Bindung über das VIM-Motiv von 
UBXD1 an die N-Domäne von p97 (Kap. 3.3), die Bindung an die D1D2-Domäne wird jedoch nur 
verändert und bleibt weiterhin bestehen (Abb. 60). 
 
Abb. 60 Interaktion von UBXD1 1-133 und UBXD1 1-133 RL62/63AA mit D1D2p97. Dargestellt sind die MD-
simulierten Strukturmodelle von UBXD1 1-120. Markiert sind jeweils die verschwindenden Aminosäuren (schwarz) 
und die shiftenden oder leicht schwächer werdenden Aminosäuren (blau). A: Titration von UBXD1 1-133 mit 
D1D2p97. H1/H2 und H3/H4 von UBXD1 1-133 interagieren mit D1D2p97. B: Titration von UBXD1 1-133 
RL62/63AA mit D1D2p97. Im Gegensatz zur N-Domäne wird die Interaktion zur D1D2-Domäne durch die Mutation 
im VIM-Motiv von UBXD1 nicht unterbrochen. Neben den Bereichen des Wildtyps bindet die Mutante zusätzlich mit 
dem C-Terminus und mit L2 an D1D2p97 (roter Kreis). 
H1 H2 H3 (VIM) H4 S1

























































































































































































































































































































Da die NMR-spektroskopische Auswertung der Bindung zwischen UBXD1 1-133 und der D1D2-
Domäne sowie zwischen UBXD1 1-133 und der N-Domäne auf verschiedene Bindeaffinitäten 
hinweist, wurden weitere Analysen dieser Interaktion mittels Fluoreszenz-Anisotropie 
vorgenommen. Dazu wurden zu dem Fluoreszenz-markiertem UBXD1 1-133 und der 
RL62/63AA-Mutante verschiedene Konzentrationen an D1D2p97 hinzutitriert und die jeweilige 
Anisotropie gemessen (Kap. 2.6.3, Abb. 61).  
 
Abb. 61 Affinität von UBXD1 1-133 und UBXD1 1-133 RL62/63AA zu D1D2p97. Die Affinität von UBXD1 1-133 
zur D1D2-Domäne (dunkelblau, 270 µM) wird durch die Mutation des VIM-Motivs (hellblau, 226 µM) nicht 
beeinflusst. 
Daraus ergibt sich ein KD für UBXD1 1-133 an D1D2p97 von 270 µM und für die RL62/63AA-
Mutante von 226 µM. Da die Affinitäten des Wildtyps und der Mutante in der gleichen 
Größenordnung liegen, scheint die Bindung von UBXD1 1-133 an die D1D2-Domäne unabhängig 
von dieser Mutation zu sein. Im Gegensatz dazu nimmt die Affinität für die N-Domäne von p97 in 
Gegenwart dieser Mutation deutlich ab (8 µM vs. 580 µM, Kap. 3.3). 
 
Analytische Gelfiltration: 
Um den Einfluss der Bindung von UBXD1 1-133 an die D1D2-Domäne auf die Struktur und 
Multimerisierung von D1D2p97 zu untersuchen, wurde eine analytische Gelfiltration mit einer 
Superdex 200 10/300 GL durchgeführt (Abb. 62). 
 
Abb. 62 Analytische Gelfiltration von D1D2p97 mit und ohne UBXD1 1-133. Das Chromatogramm von 100 µg 
D1D2p97 zeigt auch unter Niedrigsalzbedingungen (25 mM KCl) die hexamere und trimere Form von D1D2p97 
(grün). Nach Zugabe eines Überschusses von 100 µg UBXD1 1-133 (blau) kommt es zu einer Verringerung des 































Die analytische Gelfiltration von D1D2p97 zeigt ein Gemisch aus Hexamer (D1D2-H) und Trimer 
(D1D2-T), wobei die trimere Form den größeren Anteil ausmacht. Diese Gelfiltration wurde 
unter niedrigen Salzbedingungen (25 mM KCl) durchgeführt, um die schwache Interaktion 
zwischen UBXD1 1-133 und D1D2p97 von 270 µM nicht zu unterbinden. Durch die veränderten 
Salzbedingungen kommt es zu einer erhöhten Elutionszeit im Vergleich zu den 
Standardbedingungen (Kap 3.5.1). Die Zugabe von UBXD1 führt zu einer Verringerung der 
hexameren Fraktion um 75 % (korrigierte Absorption beim Maximum, roter Pfeil). Dabei scheint 
die trimere Form stabilisiert zu werden, da neben der Fraktion für UBXD1 1-133 kein weiterer 
auffälliger Peak im Chromatogramm zu sehen ist, der auf ein zusätzliches D1D2-Multimer 
hinweisen könnte.  
Das Verhältnis zwischen der hexameren und der trimeren Form verringert sich bei Zugabe von 
UBXD1 1-133 um den Faktor 3,9 (0,66 ohne vs. 0,17 mit UBXD1 1-133). Das D1D2-Trimer 
scheint bei Bindung von UBXD1 1-133 seine Konformation zudem nicht wesentlich zu ändern, 
da es zu keiner Verschiebung des Maximums in der Gelfiltration kommt. Eine Bindung von 
UBXD1 1-133 (14,4 kDa) und das Trimer ist in diesen Bereichen der Gelfiltrationssäule praktisch 
nicht auflösbar. Desweiteren scheinen nur wenige Moleküle von UBXD1 1-133 an der 
Destabilisierung des D1D2-Hexamers beteiligt zu sein, weil mittels SDS-PAGE keine UBXD1-
Bande nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Trotz der schwachen Affinität 
scheint UBXD1 1-133 einen Trimer-stabilisierenden Effekt auf D1D2p97 zu haben. 
  





3.6. Interaktion zwischen UBXD1 und p97  
 
In den vorhergehenden Kapiteln wurde die Interaktion zwischen dem N-Terminus von UBXD1 
und sowohl der N-Domäne von p97 als auch der D1D2-Domäne bis auf atomare Ebene 
charakterisiert. Im Folgenden soll nun untersucht werden, welchen Einfluss die Bindung von 
UBXD1 1-133 an p97 auf die Struktur und Stabilität von p97 in seiner natürlichen Konformation 
als Hexamer hat und wie stark diese ist. Die Affinität der Bindung wurde mittels Fluoreszenz-
Anisotropie bestimmt. Zur Untersuchung der Konformation von p97 wurden analytische 
Gelfiltrationen und eine limitierte Proteolyse durchgeführt, während die Stabilität thermisch 
mittels Tryptophan-Fluoreszenz betrachtet wurde. Das Protein wurde in gereinigter Form von 
der AG Meyer zur Verfügung gestellt. 
 
Fluoreszenz-Anisotropie: 
In den vorherigen Kapiteln ist die Interaktion von UBXD1 1-133 mit der N-Domäne und den 
D1D2-Domänen von p97 jeweils separat analysiert worden. Um zu überprüfen, welchen Einfluss 
die Gesamtheit aller Domänen auf die Bindung von UBXD1 1-133 an p97 hat, wurde zuerst 
mittels Fluoreszenz-Anisotropie die Bindungsaffinität bestimmt (Abb. 63). 
 
Abb. 63 Affinität von UBXD1 1-133 zu verschiedenen Konstrukten von p97. Die Affinität von UBXD1 1-133 und 
p97 (21 µM, blau) liegt zwischen jener für die N-Domäne allein (9 µM, dunkelblau) und der separaten D1D2-Domäne 
(270 µM, hellblau). 
Daraus ergibt sich für die Bindung von UBXD1 1-133 an p97 ein KD von 21 µM. Damit bindet 
UBXD1 1-133 das gesamte p97 mit einer ähnlichen Affinität wie die N-Domäne allein (KD: 9 µM), 
während die D1D2-Domäne separat schlechter gebunden wird (KD: 270 µM). 
 
Limitierte Proteolyse: 
Desweiteren sollte der Einfluss der Bindung von UBXD1 1-133 auf die Konformation der p97-
Struktur untersucht werden (Kap. 1.1.4).  
Wie bereits erläutert ist die N-Domäne sehr flexibel und kann sich während der ATP-Hydrolyse 
auf und ab bewegen. Die Position der N-Domäne kann durch Kofaktoren wie p47 oder dem nicht 
hydrolysierbaren Substratanalogon ATPγS in einer auf-Konformation oberhalb des D1-Rings 
stabilisiert werden (43; 54; 61). Strukturmodelle von p97 lassen vermuten, dass der ND1-Linker 
bei einer auf-Konformation der N-Domäne für einen tryptischen Verdau zugänglicher als in der 
ab-Konformation der N-Domäne ist.  





Somit kann eine limitierte Proteolyse von p97 mit Trypsin in Anwesenheit verschiedener 
Kofaktoren Aufschluss über die Position der N-Domäne in Anwesenheit dieser Kofaktoren 
geben. Da die Position der N-Domäne in Anwesenheit von p47 und ATPγS bekannt ist, wurden 
diese Kombinationen als Referenz mitgeführt (Abb. 64).  
 
Abb. 64 Limitierte Proteolyse von p97 in Anwesenheit verschiedener Kofaktoren. Das Ergebnis der limitierten 
Proteolyse wurde mittels SDS-PAGE sichtbar gemacht. Der Trypsinverdau von p97 führt zu Bande 2 und 3 (+T). Die 
Zugabe des Kofaktors p47 (+ p47, 50 µM) oder des nicht hydrolysierbaren Nukleotids ATPγS (+ATPγS, 1mM) führen 
nach Verdau mit Trypsin ebenfalls zu Bande 2 und 3. Die Zugabe von UBXD1 1-133 (+UBXD1 wt, 70 µM) führt zur 
Stabilisierung von p97 (Bande 1, siehe -T) und Bande 2. Zusätzlich ist eine niedermolekulare Bande 4 zu sehen. Im 
Gegensatz dazu zeigt die VIM-Mutante (+UBXD1 RL, 100 µM) nach Verdau Bande 2 und 3 (vgl. +T) und keine Bande 4. 
Bei der Kontrolle ohne Trypsin ist Bande 1 bei etwa 90 kDa zu sehen, die p97 entspricht 
(89,3 kDa). Desweiteren gibt es einige Abbauprodukte zwischen 70 und 55 kDa, die aber für 
diesen Versuch vernachlässigbar sind. Nach Zugabe von Trypsin verschwindet Bande 1 fast 
vollständig und es zeigen sich zwei kleinere Banden bei etwa 70 kDa (Bande 2) und 55 kDa 
(Bande 3). Desweiteren wurde der Einfluss von p47 und ATPγS auf den Verdau von p97 getestet. 
Beide Faktoren stabilisieren die N-Domäne in einer auf-Konformation. Sowohl in Anwesenheit 
von p47 als auch von ATPγS entstehen nach dem Verdau von p97 mit Trypsin die Banden 2 und 
3. Im Gegensatz dazu ergibt sich nach Zugabe von UBXD1 1-133 ein anderes Bandenmuster. Es 
entstehen wieder zwei Banden (Bande 1 und 2), wobei Bande 1 vergleichbar mit der p97-Bande 
ohne Trypsin-Verdau ist (Abb. 64, -T) und Bande 2 auch in den übrigen Verdaus bei Zugabe von 
p47 und ATPγS beobachtet werden konnte. Desweiteren ist zwischen 15 und 25 kDa eine 
weitere Bande (Bande 4) zu sehen.  
Dieser Versuch wurde mit der RL62/63AA-Mutante von UBXD1 1-133 wiederholt. Diese 
Mutante ist nicht in der Lage Np97 zu binden. Das dabei entstehende Bandenmuster ist 
vergleichbar mit jenen bei Zusatz von p47 und ATPγS (Abb. 64, +p47, +ATPγS). Es entstehen 
wieder die Banden 2 und 3. Im Gegensatz zum Wildtyp ist bei der Mutante auch keine 
zusätzliche Bande 4 im niedermolekularen Bereich zu sehen. 
 
Analytische Gelfiltration: 
Da für die D1D2-Domäne von p97 ein Hexamer-destabilisierender und ein Trimer-
stabilisierender Effekt beobachtet werden konnte (Kap. 3.5.2), wurde auch für p97 in seiner 



































Abb. 65 Analytische Gelfiltration von p97 mit und ohne UBXD1 1-133. Das Chromatogramm von 100 µg p97 zeigt 
eine hexamere (H) und eine monomere Form (M) von p97 (grün). Nach Zugabe eines Überschusses von 100 µg 
UBXD1 1-133 (blau) kommt es zu einer leichten Verringerung des hexameren und einer starken Verringerung des 
monomeren Anteils sowie einer Stabilisierung des dimeren p97 (D). Der Anteil an nicht gebundenem UBXD1 1-133 
(*) ist gering. 
Daraus ergibt sich, dass p97 in etwa gleichen Maßen sowohl als Hexamer (p97-H) als auch als 
Monomer (p97-M) vorliegt (Abb. 65, grün). Die Zugabe von UBXD1 1-133 führte zu einer 
Abnahme des Hexamers (25 %) und des Monomers (80 %). Gleichzeitig entstand zwischen p97-
H und p97-M ein weiterer Peak (p97-D), der in etwa einem p97-Dimer (188 kDa) entspricht. Ein 
Peak für UBXD1 1-133 ist nicht zu sehen. Desweiteren wurde untersucht, welchen Einfluss die 
Mutation des VIM-Motivs (RL62/63AA) und damit eine fehlende Bindung über dieses Motiv an 
die N-Domäne von p97 auf den Multimerisierungsgrad von p97 hat (Abb. 66). 
 
Abb. 66 Analytische Gelfiltration von p97 mit verschiedenen UBXD1-Konstrukten. In Gegenwart von UBXD1 1-
133 (blau) bildet p97 Dimere (p97-D). UBXD1 1-133 RL62/63AA (rot) hingegen hat nur einen geringen Einfluss auf 
die p97-Hexamerdestabilisierung (p97-H). 
Das Chromatogramm der analytischen Gelfiltration von UBXD1 1-133 RL62/63AA zeigt drei 
Peaks. Der erste Peak entspricht dem p97-Hexamer (p97-H) mit einer Laufzeit, die im Vergleich 
zum Wildtyp um eine Minute verlängert ist. Ein weiterer, sehr breiter und schwacher Peak bildet 
sich in dem Bereich, in dem bei dem Wildtyp das p97-Dimer zu finden ist. Die längste Laufzeit 
besitzt durch seine geringe Größe freies UBXD1 1-133 RL62/63AA (14,4 kDa). Somit findet eine 
Bindung zwischen der UBXD1-Mutante und p97 in nur sehr geringem Maße statt. Demzufolge 
fällt auch der Anteil an dimerisiertem p97 sehr gering aus, während die hexamere Form 























































Desweiteren sollte der Einfluss der Bindung des N-Terminus von UBXD1 auf die thermische 
Stabilität von p97 untersucht werden. Damit sollen zusätzliche Erkenntnisse zur Position der N-
Domäne während der Bindung von UBXD1 1-133 gewonnen werden. Je kompakter eine Struktur 
vorliegt, umso höher ist die Schmelztemperatur. Die Schmelztemperatur wurde mittels 
intrinsischer Trp-Fluoreszenz ermittelt. UBXD1 1-133 hat einen geringen 
Extinktionskoeffizienten durch wenige Tryptophane und eine Erhitzung von UBXD1 1-133 
bewirkt keinen Shift in der Trp-Fluoreszenz (Kap. 3.1.4). Damit kann der Effekt durch Zugabe 
von UBXD1 1-133 auf die Fluoreszenz von p97 vernachlässigt werden. Die Schmelztemperatur 
von p97 liegt bei etwa 65 °C (Abb. 67).  
 
Abb. 67 Einfluss von ATPγS und UBXD1 1-133 auf die thermische Stabilität von p97. Die thermische Stabilität 
wurde mittels Tryptophan-Fluoreszenz-Schmelzkurve ermittelt. Die Stabilität von p97 (blau) konnte mit ATPγS 
(grün) erhöht werden. Die Zugabe des Kofaktors UBXD1 1-133 (rot) führt zu einer stärkeren Stabilisierung als mit 
ATPγS. 
Durch Zugabe von ATPγS, welches die N-Domäne von p97 in einer auf-Konformation hält, 
kommt es zu einer Erhöhung der Schmelztemperatur auf 71 °C. ATPγS hat damit einen 
stabilisierenden Effekt auf p97. UBXD1 1-133 hat ebenfalls einen stabilisierenden Effekt auf p97 
und erhöht dessen Schmelztemperatur auf > 88 °C. 
  





3.7. REGULATION DER ATPASE-AKTIVITÄT VON P97 DURCH UBXD1 
 
Die vorherigen strukturellen Studien haben gezeigt, dass der N-Terminus von UBXD1 sowohl die 
N-Domäne als auch die D1D2-Domäne von p97 separat bindet. Desweiteren hat ein UBXD1 1-
133/p97-Komplex eine andere Konformation als ein p47/p97-Komplex. Zusätzlich hat UBXD1 
1-133 einen Hexamer-destabilisierenden Effekt auf p97. Außerdem bindet UBXD1 in die VIM-
Furche der N-Domäne, die sich bei einer ab-Konformation der N-Domäne, nahe der D1-Domäne 
befindet (Abb. 68).  
 
Abb. 68 Struktur von p97 sowie die Bindestelle von UBXD1 1-133. N-Domäne (N): blau, D1-Domäne (D1): 
hellgrün, D2-Domäne (D2): dunkelgrün, Linker: grau. Links: p97-Hexamerstruktur. Rechts: Struktur eines p97-
Monomers mit der N-Domäne in der ab-Konformation. Der rote Pfeil markiert die VIM-Furche, in die UBXD1 unter 
anderem bindet und sich in räumlicher Nähe zur D1-Domäne befindet. 
Somit wäre zum einen über die Position der N-Domäne als auch über den 
Multimerisierungsgrad von p97 eine Regulation seiner ATPase-Aktivität möglich. Um einen 
Effekt des N-Terminus von UBXD1 auf die ATPase-Aktivität von p97 zu überprüfen, wurde im 
Folgenden ein NADH-gekoppelter ATPase-Assay mit p97 durchgeführt (Abb. 69, Kap. 2.6.4). 
 
Abb. 69 Inhibition der ATPase-Aktivität von p97 durch verschiedene UBXD1-Konstrukte. Die Inhibition durch 
UBXD1 1-133 ist vergleichbar mit der durch p47. Ein UBXD1-Konstrukt, das lediglich die D1D2-Domäne bindet, hat 
ebenfalls einen reduzierenden Effekt auf die ATPase-Aktivität von p97. 
Die Aktivität von 15 µg p97 (500 nM) liegt bei 2,3-2,4 µmol ATP/min ohne Zugabe eines 
Kofaktors. Bei Zugabe von p47 ergibt sich eine Inhibition der ATPase-Aktivität von p97 auf 31 % 
der ursprünglichen Aktivität. Nach Zugabe von UBXD1 1-133 kommt es ebenfalls zu einer 
konzentrationsabhängigen Inhibition der p97-Aktivität auf maximal 41 %. Auch die UBXD1-
Mutante, die nur noch an die D1D2-Domäne bindet, zeigt eine Inhibition der ATPase-Aktivität 

































Die inhibitorische Konzentration liegt für die hier getesteten Konstrukte im gleichen Bereich. 
Der IC50-Wert für p47 liegt bei 7 nM, für UBXD1 1-133 bei 8 nM und für UBXD1 32-133 
RL62/63AA bei 6 nM. 
 
Neben den konformationellen Einflüssen des N-Terminus von UBXD1 auf die Struktur und den 
Multimerisierungsgrad von p97, könnte auch die Bindung des Substrats ATP zu dem 
inhibitorischen Effekt führen. Daher wurde geprüft, ob UBXD1 1-133 ATP bindet. Dazu wurde 
eine analytische Gelfiltration mit UBXD1 1-133 und ATP durchgeführt und die Absorptionen bei 
214 nm für die Peptidbindung von UBXD1 und bei 260 nm für das Nukleotid ATP gemessen 
(Abb. 70). 
 
Abb. 70 Analytische Gelfiltration zur Interaktion zwischen ATP und UBXD1. Die Zugabe von 5 mM ATP zu 40 µM 
UBXD1 1-133 führt zu einer Verschiebung des Peaks des Wildtyps (blau) zu höheren Elutionsvolumina und damit zu 
geringen Molekulargewichten (grün). Desweiteren liegt der Peak für die Absorption des Nukleotids ATP (260 nm, rot, 
gestrichelt) exakt bei dem Absorptionspeak für die Peptidbindung von UBXD1 1-133. 
Aus dem Chromatogramm der analytischen Gelfiltration ergibt sich eine Verschiebung des Peaks 
für UBXD1 1-133 (Abb. 70, blau) in Anwesenheit von ATP zu höheren Elutionsvolumina (grün). 
Desweiteren hat ein Peak für ATP (rot) exakt die gleiche Laufzeit wie UBXD1 (grün), trotz des 
Größenunterschiedes von 13,8 kDa, was auf eine Bindung zwischen ATP und UBXD1 hinweist. 
Bei äquimolaren Verhältnissen von UBXD1 und ATP kommt es unter den getesteten 
Bedingungen vermehrt zur Bildung von unlöslichen Aggregaten.  
Die Verschiebung des Peaks von UBXD1 1-133 zu höheren Elutionszeiten ist ein Hinweis darauf, 
dass der N-Terminus von UBXD1 eine kompaktere Konformation in Anwesenheit von ATP 
besitzt. Daher wurde in einem nächsten Schritt die Sekundärstrukturverteilung von UBXD1 1-
133 mit und ohne ATP CD-spektroskopisch untersucht (Abb. 71). Das CD-Spektrum von UBXD1 
1-133 in Anwesenheit von ATP zeigt eine Verschiebung des Minimums von 200 nm auf 203 nm. 
Desweiteren gibt es ein Plateau bei 220 nm, welches in Anwesenheit von ATP stärker ausgeprägt 
ist. Die Vorhersage der Anteile an Sekundärstrukturen aus diesem Spektrum ergab, dass die 
Anwesenheit von ATP den helikalen Anteil in UBXD1 1-133 im Vergleich zur Abwesenheit von 
ATP leicht erhöht (random coil: 14,2 % vs. 18 %, Turn: 6,5 % vs. 15 %, β-Strang: 12,9 % vs. 18 %, 

































Abb. 71 CD-spektroskopische Untersuchung von UBXD1 1-133 in Anwesenheit von ATP. Das Spektrum von 
UBXD1 1-133 (10 µM) in Abwesenheit von 100 µM ATP besitzt ein Minimum bei 200 nm (blau), welches sich bei 
Anwesenheit von ATP auf 203 nm verschiebt (grün), sowie ein Plateau bei ca. 220 nm für beide Spektren. Bei 
Anwesenheit von ATP erhöht sich der α-helikale Anteil von UBXD1 1-133. 
Der erhöhte Anteil an helikalen Strukturen in UBXD1 1-133 in Anwesenheit von ATP könnte 
ähnlich wie bei der VIM-Mutante (RL62/63AA) von UBXD1 einen Einfluss auf die Interaktion 
zwischen UBXD1 1-133 und der N-Domäne von p97 haben. Aufgrund dessen wurde im 
Folgenden die Bindung zwischen UBXD1 1-133 und Np97 erneut in Anwesenheit von ATP 
mittels analytischer Gelfiltration untersucht (Abb. 72). 
 
Abb. 72 Bindung zwischen UBXD1 1-133 und Np97 in Anwesenheit von ATP. Die Bindung zwischen 200 µg der 
N-Domäne von p97 und 100 µg UBXD1 1-133 (blau, Peptidbindung, 214 nm) wird in Anwesenheit von 5 mM ATP 
nahezu vollständig unterbunden. Im Gegensatz zu UBXD1 1-133 weist Np97 keinen Peak für ATP auf (rot, gestrichelt, 
Nukleotidbindung, 260 nm). 
Das Chromatogramm zeigt erneut eine Bindung von ATP (rot, gestrichelt) an UBXD1 1-133 
(blau). Zudem liegt bei dem Peak für Np97 kein weiteres Maximum bei 260 nm, was eine ATP-
Bindung an die N-Domäne von p97 ausschließt. Im Gegensatz zu der analytischen Gelfiltration 
von UBXD1 1-133 und Np97 ohne ATP (Abb. 33) findet bei Anwesenheit von ATP lediglich eine 
sehr geringe Interaktion statt (Abb. 72, Schulter vor dem Peak für Np97 bei 15,5 ml). Um den 
Einfluss von ATP auf die Affinität von der Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und Np97 
beurteilen zu können, wurde mittels Fluoreszenz-Anisotropie die Affinität der Komplexbildung 




































































Abb. 73 Affinität von UBXD1 1-133 zu Np97 in Gegenwart von ATP. Die Affinität von UBXD1 1-133 und Np97 
(KD: 9 µM, hellblau) wird durch die Anwesenheit von 5 mM ATP verschlechtert (KD: 36 µM, dunkelblau). 
Für die Messung der Anisotropie wurde 1 µM UBXD1 1-133 mit 30 µM Np97 inkubiert 
(KD: 9 µM). Die Titration in Anwesenheit von ATP ergab, dass die Bindung von UBXD1 1-133 an 










4.1. DER N-TERMINUS VON UBXD1 IST EIN IDP 
 
UBXD1 besteht aus dem N-Terminus mit dem Np97-bindenden VIM-Motiv, einer Cp97-
bindenden PUB-Domäne sowie einer nicht funktionellen UBX-Domäne. Während es zur PUB-
Domäne und zur UBX-Domäne strukturelle Untersuchungen in p97-Kofaktoren mit verwandten 
Domänen gibt, ist über den N-Terminus von UBXD1 nur wenig bekannt. Daher wurde im 
Rahmen dieser Arbeit der N-Terminus von UBXD1 rekombinant exprimiert, gereinigt und 
anschließend strukturell charakterisiert.  
Die Experimente wurden hauptsächlich mit den ersten 133 Aminosäuren von UBXD1 (UBXD1 1-
133) durchgeführt. Die Ausbeute der optimierten Expression und Reinigung von UBXD1 lag bei 
ca. 3 mg/l Medium. Während der Gelfiltration hat UBXD1 1-133 (14,4 kDa) eine mit dem GST-
Tag (28 kDa) vergleichbare Laufzeit, was auf einen erhöhten hydrodynamischen Radius von 
UBXD1 1-133 hinweist. Die Laufzeit von UBXD1 1-133 verändert sich unter reduzierenden 
Bedingungen nicht, sodass eine Multimerisierung über Disulfidbrücken als Ursache für die 
erhöhte Laufzeit ausgeschlossen werden kann und es sich bei UBXD1 1-133 wahrscheinlich um 
ein flexibles Protein handelt. UBXD1 1-133 zeigt zudem in der SDS-PAGE ein langsameres 
Laufverhalten als bei einer Größe von 14,4 kDa zu erwarten wäre (17 kDa). Der erhöhte Anteil 
von negativ geladenen Aminosäuren kann zu einer schlechteren Bindung von SDS an das Protein 
führen. Daher würde UBXD1 1-133 weniger stark zur Anode gezogen werden und damit bei 
einem höheren Molekulargewicht in der SDS-PAGE zu sehen sein. Desweiteren ist in der SDS-
PAGE eine Abbaubande (2-3 kDa unter der eigentlichen Bande) zu sehen. Entsprechend der 
Zuordnung der Signale des 1H-15N-HSQC-Spektrums von UBXD1 1-133 ist dieser Abbau auf einen 
partiellen Abbau im N-Terminus von UBXD1 1-133 bis Lys 30 und dem kompletten Abbau ab 
Val 121 zurückzuführen. Neben den Signalen des Proteinrückgrats aus dem 1H-15N-HSQC-
Spektrum wurden auch die Seitenketten-Atome zugeordnet. Die Zuordnung der Seitenketten-
Wasserstoffatome der Lysine und Arginine ist jedoch lückenhaft. Bei dem verwendeten pH von 
6,5 tauschen die Hδ-Atome der Arginine und die Hε-Atome der Lysine mit den H-Atomen des 
wasserbasierten Puffers aus. Dadurch sind diese Signale in einem 1H-15N-TOCSY-HSQC-
Spektrum nicht mehr sichtbar. 
Die geringe Dispersion der Signale und deren Verschiebung zu niedrigeren HN-Werten von 
UBXD1 1-133 in dem 1H-15N-HSQC-Spektrum lässt ein flexibles Protein mit einigen α-Helices 
vermuten, was unter anderem bereits das Laufverhalten in der Gelfiltration gezeigt hat. Die CD-
spektroskopische Sekundärstrukturvorhersage bestätigt diese Hinweise. UBXD1 1-133 ist ein α-
helikales Protein (48 %) mit zahlreichen flexiblen Bereichen (33 %). Ähnliche Ergebnisse 
konnten auch durch die Wishart-Analyse der NMR-Shifts sowie von einigen 
Sekundärstrukturvorhersage-Programmen ermittelt werden. Laut Wishart-Analyse besteht der 
N-Terminus von UBXD1 aus vier α-Helices, gefolgt von einem kurzen β-Strang und flexiblen 
Linkern, welche die einzelnen Elemente miteinander verbinden. 





Mutationsstudien haben gezeigt, dass sich die einzelnen Sekundärstrukturelemente in 
räumlicher Nähe zueinander befinden. Die NMR-spektroskopische Analyse ergab, dass 
Mutationen am Anfang von H2 zu spezifischen Veränderungen in L3 und vice versa führen. 
Daraus ergibt sich eine räumliche Nähe von H1/H2 und H3/L3. Mit weiteren 
Mutationsexperimenten konnte ausgeschlossen werden, dass H1/H2 parallel zu H3/L3 liegt. 
Vielmehr scheinen H2 und H3 über L2 eine hairpin-Struktur zu bilden, da das Ende von H2 und 
der Anfang von H3 von den anderen Sekundärstrukturelementen isoliert vorliegen (Abb. 74).  
 
Abb. 74 Modell zur Struktur von UBXD1. Eine mögliche strukturelle Anordnung der Sekundärstrukturelemente im 
N-Terminus von UBXD1 basierend auf der Wishart-Analyse, Mutationsstudien, CD-Spektroskopie, hetNOE-Analyse 
und einem D2O-Austauschexperiment. 
Die Interaktion zwischen den ersten beiden Helices (H1 bis H2, 1-30 AS) und dem restlichen Teil 
des N-Terminus von UBXD1 (L2 bis C, 32-133 AS) konnte mittels NMR-Titrationsexperiment mit 
den separaten Teilen nicht nachgewiesen werden. Der Grund dafür liegt wahrscheinlich in der 
geringen Affinität dieser beiden Regionen im mikromolaren Bereich, die jedoch durch die 
Verbindung durch einen Linker, wie es in dem natürlichen Protein der Fall ist, erheblich 
verbessert wird. CD-spektroskopische Analysen haben gezeigt, dass die hier eingefügten 
Mutationen nicht zu einer Zerstörung der Helices führen. Damit werden die Shifts lediglich 
durch die Unterbrechung einzelner Interaktionen verursacht und nicht durch das Zerstören von 
Sekundärstrukturen. Im Gegensatz dazu wurde bei der Mutante RL62/63AA der α-helikale 
Anteil sogar um 21 % verstärkt. Ob sich der helikale Anteil in UBXD1 1-133 dort verstärkt, wo 
die Mutation eingefügt worden ist (Ende H3) oder in H1/H2 (zweiter Bereich mit Shifts), kann 
mittels CD-Spektroskopie nicht ermittelt werden. Die Dispersion der NMR-Signale in einem 1H-
15N-HSQC-Spektrum von UXBD1 1-133 RL62/63AA zeigt jedoch Shifts vieler Signale aus H3 zu 
niedrigeren HN-Werten, was auf eine Verstärkung des α-helikalen Anteils in H3 hindeutet. 
Demnach könnten die Shifts der RL62/63AA-Mutante auch auf die strukturellen Änderungen in 
H3 zurückzuführen sein, während die Shifts der DI11/12AA lediglich auf die Änderungen der 
chemischen Umgebung beruhen.  
Obwohl die Signal-Dispersion in dem 1H-15N-HSQC-Spektrum von UBXD1 1-133 sehr schwach 
ist, weisen die Mutationsstudien auf definierte Interaktionsbereiche zwischen den 
Sekundärstrukturelementen hin. Daher wurden weitere Experimente zur Überprüfung der 
Flexibilität des N-Terminus von UBXD1 1-133 durchgeführt. Die Trp-Fluoreszenz-Schmelzkurve 
ergab, dass das Trp 71 nicht in eine rigide Struktur eingebunden ist. Mit einem D2O-
Austauschexperiment konnten zahlreiche Wasserstoffbrückenbindungen in UBXD1 1-133 
nachgewiesen werden. Es kann nicht gewährleistet werden, dass die Messungen in 100 % D2O 
durchgeführt wurden, da UBXD1 1-133 beim Lyophilisieren aggregiert und nicht wieder in 
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Lösung geht. Daher wurde dieses Experiment durch Umpuffern durchgeführt, was aber eine 
100 %ige D2O-Lösung ausschließt. Folglich sind die beobachteten Wasserstoffbrücken-
bindungen auch solche, die durch Interaktionen oder der Ausbildung einer Sekundärstruktur 
geschützt werden. So konnten unter anderem stabile Wasserstoffbrückenbindung im Bereich 
der DI11/12AA-Mutation nachgewiesen werden, was den α-helikalen Charakter dieses 
Bereiches unterstützt. Desweiteren hat diese Mutante einen Einfluss auf einige Aminosäuren in 
L3, der ebenfalls zwei Wasserstoffbrückenbindungen ausbildet, was die Interaktion von H2 und 
L3 aus den Mutationsstudien bestätigt. Zudem ist eine weitere Anhäufung von 
Wasserstoffbrückenbindungen in H3 zu beobachten, die das bereits bekannte VIM-Motiv enthält 
und damit dessen strukturelle Integrität bestätigt. Auch in H4 sind zahlreiche 
Wasserstoffbrückenbindungen, jedoch weisen diese entlang der Sequenz einige Lücken auf, was 
auf eine instabile Helix hindeutet. Betrachtet man anschließend die Wasserstoffbrücken-
ausbildenden Aminosäuren in einer Wheel-Projektion, liegen diese alle auf einer Seite der Helix, 
was auf eine Interaktion mit einem anderen Bereich von UBXD1 1-133 hindeutet (Abb. 75).  
 
Abb. 75 Wheelprojektion von H4 von UBXD1 1-133. Die meisten der Wasserstoffbrücken-ausbildenden 
Aminosäuren befinden sich auf einer Seite der Helix (links der gestrichelten Linie). Aminosäuren ohne 
Wasserstoffbrückenbindungen sind transparent. 
Entgegen den Vorhersagen eines unstrukturierten C-Terminus besitzt dieser zahlreiche 
Wasserstoffbrückenbindungen. Durch die Mutationsstudien kann ausgeschlossen werden, dass 
C mit H1/H2 oder L2/H3 wechselwirkt. Daher müssen die Wasserstoffbrücken auf die 
Stabilisierung einer Sekundärstruktur und/oder für die Interaktion mit einem anderen Bereich 
in UBXD1 1-133 zurückzuführen sein. Für die Interaktion stehen nach den Mutationsstudien 
noch L2 und H4 zur Verfügung. Da einige Aminosäuren in L2 aufgrund ihrer hohen Flexibilität 
nicht zugeordnet werden konnten, ist diese Interaktion eher unwahrscheinlich. Jedoch könnte 
eine Interaktion zwischen C und den Aminosäuren in H4 bestehen. Denn H4 bildet ebenfalls 
stabile Wasserstoffbrückenbindungen aus, die sich auf einer Seite der Helix befinden (Abb. 75). 
Andererseits könnten die Wasserstoffbrückenbindungen auch auf die Ausbildung eines β-Turns 
(Val 105 bis Ser 113) hindeuten, da ein β-Strang alleine keine stabilen 
Wasserstoffbrückenbindung ausbildet. Die Wasserstoffbrückenbindungen aus dem D2O-
Experiment sowie die Trp-Schmelzkurve weisen auf ein flexibles Protein hin. Um die Flexibilität 
hinreichend klären zu können, wurde ein hetNOE-Spektrum aufgenommen. Der hetNOE-Wert 
kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Eine Aminosäure gilt als rigide (wenig flexibel), 
H4 UBXD1 1-133
(Asp 77 bis Ala 91)





wenn sie einen hetNOE-Wert von > +0,6 besitzt. Für flexible Bereiche werden dementsprechend 
negative Werte erwartet (153). Der N-Terminus von UBXD1 1-133 ist weitestgehend flexibel 
(hetNOE-Werte < 0). Allerdings gibt es einen Bereich in L1 und am Anfang von H2 (Phe 8 bis 
Phe 14), der weniger flexibel ist. Zum einen sind in diesem Bereich einige Wasserstoff-
brückenbindungen zu finden und zum anderen interagieren diese Aminosäuren in den 
Mutationsstudien mit L3. Analog dazu besitzt auch L3 positive hetNOE-Werte im Gegensatz zu 
den übrigen Linkern, was die Interaktion zwischen L1/H2 und L3 nochmals bestätigt. H3 mit 
dem VIM-Motiv hat die höchsten hetNOE-Werte, was die Stabilität zusammen mit den 
Wasserstoffbrückenbindungen bestätigt. H4 schien laut D2O-Austauschexperiment eine instabile 
Helix zu sein, was auch die positiven, aber im Vergleich zu H3 niedrigeren hetNOE-Werten 
bestätigen. Wie schon der N-Terminus (bis Gly 47) ist auch der C-Terminus (ab Glu 90) von 
UBXD1 1-133 flexibel. Es gibt zwar eine leichte Tendenz Richtung Null-Werte zum Ende des C-
Terminus, ein spezifischer Bereich für ein Sekundärstrukturelement oder eine Interaktion kann 
jedoch nicht definiert werden. Die flexiblen Bereiche von UBXD1 1-133 tragen nicht zur 
strukturellen Integrität des Proteins bei, was durch CD- und NMR-spektroskopische 
Untersuchungen bestätigt werden konnte. Die Analyse der Sekundärstrukturverteilung in den 
CD-Spektren ergab, dass sowohl die Deletion des N-Terminus, des C-Terminus oder das Anfügen 
einer weiteren Helix keinen Einfluss auf die Sekundärstrukturverteilung haben. H1 bis H2 
(UBXD1 1-30) sind allein jedoch eher unstrukturiert und nicht mehr helikal. Das bestätigen die 
Mutationsstudien und zeigt die Wichtigkeit der restlichen UBXD1-Struktur bei der 
Helixausbildung im äußersten N-Terminus. Bei dem Vergleich der 1H-15N-HSQC-Spektren der 
einzelnen Konstrukte sind keine wesentlichen Shifts zu verzeichnen, was auf die Unabhängigkeit 
der Sekundärstrukturelemente in UBXD1 1-133 hindeutet. Obwohl UBXD1 1-133 und 1-154 die 
gleiche Sekundärstrukturverteilung haben, führt das Anfügen einer fünften Helix zu einigen 
Shifts im Bereich von H3/L3, was auf eine schwache Interaktion zwischen H3 und einer 
möglichen H5 aus UBXD1 1-154 hindeutet. 
Die Berechnung der Tertiärstruktur von UBXD 1-133 würde Aufschluss über die Art und Lage 
der einzelnen Sekundärstrukturelemente zueinander geben. Dies ist für UBXD1 1-133 aufgrund 
der fehlenden NOESY-Signale und den daraus ermittelbaren Abstandsinformationen nicht 
möglich. Daher wurde als Alternative ein NMR-Resonanzen-basiertes Strukturmodell mit cs23d 
erstellt. In diesem Modell ist lediglich der Bereich um das VIM-Motiv α-helikal strukturiert 
(14 % α-Helix, 86 % random coil). In der übrigen Struktur sind aber zusätzlich zahlreiche 
Windungen zu erkennen, die den Ansatz von Helices andeuten könnten, aber offensichtlich nicht 
ausgebildet werden. Diese Struktur (mit Ausnahme der Helix mit VIM-Motiv) wiederspricht den 
Ergebnissen der Mutationsstudien, dem D2O-Austausch-Experiment und den Sequenz-basierten 
oder CD-spektroskopischen Vorhersagen der Sekundärstrukturanteile (48 % α-Helix, 33 % 
random coil). Diese Abweichungen zwischen den experimentellen Ergebnissen und dem 
Strukturmodell könnten darauf zurückzuführen sein, das die gefundenen Sequenzfragmente mit 
der BLAST-Suche hauptsächlich aus strukturierten Proteinen kommen, da die PTT-DB nicht auf 
unstrukturierte Proteine ausgerichtet ist. Damit würde es im weiteren Verlauf der Rechnung zu 
Differenzen zwischen den eingelesenen NMR-Shifts und denen der gesuchten Sequenzfragmente 





geben. Für die Berechnung der Torsionswinkel wird ebenfalls eine Datenbank herangezogen, die 
nicht auf flexible Proteine ausgerichtet ist. Desweiteren ist die Zuordnung des Proteinrückgrats 
lückenhaft, sodass cs23d die Lücken eigenständig durch Modelling füllt. Aufgrund des 
unzureichenden Modells mit cs23d für UBXD1 1-133 wurde ein weiteres Strukturmodell mit 
YASARA erstellt. Dieses besitzt deutlich mehr Sekundärstrukturanteile (58 % α-Helix, 42 % 
random coil). Da Helix 2 und 3 aus dem Strukturmodell von UBXD1 1-133 in der Wishart-
Analyse zu einer Helix (H2) zusammengefasst werden, befinden sich im Modell am vorderen N-
Terminus drei statt der zwei Helices aus der Wishart-Analyse (Abb. 76). Helix 4 aus dem 
Strukturmodell ist vergleichbar mit H3 mit dem VIM-Motiv aus der Wishart-Analyse und dem 
cs23d-Strukturmodell. Anders als die Sekundärstrukturvorhersagen besitzt das Strukturmodell 
keine β-Stränge, sodass der C-Terminus von UBXD1 1-133 statt des kurzen β-Stranges eine α-
Helix besitzt (Ser 106 bis Ser 113). Entsprechend des D2O-Austauschexperiments könnte sich in 
dem C-terminalen Bereich mit den zahlreichen Wasserstoffbrückenbindungen statt des β-Turns 
entgegen der Sekundärstrukturanalysen auch eine fünfte α-Helix ausbilden. Die durch das D2O-
Experiment postulierte Interaktion zwischen H4 und S1 (im Strukturmodell: H5 und H6) wird 
zudem durch die räumliche Nähe der beiden Sekundärstrukturen im Strukturmodell bekräftigt. 
Andererseits stimmt das Strukturmodell nur ungenügend mit den Mutationsstudien überein. So 
befindet sich der Anfang von H2 und das Ende von H3 in ausreichender Nähe, um entsprechende 
Shifts der Mutanten in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum zu bewirken, jedoch ist der Abstand von 
H2 zu L3 mit 16 Å zu groß, um Wasserstoffbrücken in diesem Bereich auszubilden. Umgekehrt 
befindet sich RQ45/46AA, deren Mutation in Sequenz-fernen Regionen keine Shifts verursacht, 
zu dicht (5 Å) am Ende von H2, sodass man hier Shifts in einem 1H-15N-HSQC-Spektrum erwarten 
würde. Insgesamt jedoch ist das Strukturmodell von UBXD1 1-120 ein flexibles Protein ohne 
kompakten Kern, was mit den fehlenden Abstandssignalen in den 2D- und 3D-NOESY-Spektren 
übereinstimmt. Zusammenfassend lässt sich anhand der im Rahmen dieser Arbeit gewonnen 
Ergebnisse für UBXD1 1-133 folgendes Modell ableiten (Abb. 76, B). 
 
Abb. 76 Modelle zur Struktur des N-Terminus von UBXD1. A: Sekundärstrukturverteilung entlang der UBXD1-
Sequenz aus der Wishart-Analyse (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = unstrukturierter Bereich). B: 
hypothetisches Modell zur Anordnung der Sekundärstrukturelemente anhand der experimentelle Daten. C: MD-
simuliertes Strukturmodell von UBXD1 1-133 mit YASARA. 
Das Strukturmodell (Abb. 76, C) weist eine gewisse Ähnlichkeit mit dem Modell aus den 
Ergebnissen aus dieser Arbeit auf (Abb. 76, B). Jedoch müsste die Struktur insgesamt weniger 
kompakt gefaltet sein. Dazu müsste der C-Terminus einschließlich ab H4 weniger in die Struktur 
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eingebunden sein, der Loop zwischen H2 und H3 dürfte keine räumliche Nähe aufweisen und H1 
dürfte nicht in Reihe sondern parallel zu H2 liegen (Pfeile in Abb. 76, C).  
Anhand des Modells könnte es sich bei dem N-Terminus von UBXD1 um ein intrinsisch 
ungeordnetes Protein (IDP, intrinsically disordered protein) bzw. im Gesamt-UBXD1 um eine 
intrinsisch ungeordnete Region (IDR, intrinsically disordered region) handeln. IDPs kommen 
häufiger in Eukaryonten (27-41 %) als in Prokaryonten (2-21 %) vor, was unter anderem deren 
Funktion in Regulation und signaling unterstützt (154). Bei IDPs führen die geringe 
Hydrophobizität und die hohe Ladungsdichte zu starken elektrostatischen Abstoßungskräften 
und weniger kompakten Strukturen (155). Der N-Terminus von UBXD1 besteht zu 26 % aus 
geladenen Aminosäuren und hat einen GRAVY-Index von -0,816 (Hydrophobizitätsindex). Die 
geringe Hydrophobizität ist auch meist einhergehend mit einer hohen Hydratisierung durch die 
weniger kompakte Struktur. Desweiteren ist der Anteil an disorder-fördernden Aminosäuren 
(Ala, Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys und Pro) in UBXD1 1-133 höher (68 %) als jener der order-
fördernden Aminosäuren (Ile, Leu, Val, Trp, Tyr, Phe, Cys und Asn; 21 %) (156–158). Im 
Gegensatz zu zahlreichen anderen IDPs besitzt der N-Terminus von UBXD1 keine Anhäufung 
von β-Faltblättern (159), sondern besteht zu 48 % aus α-Helices. Desweiteren besitzen die 
Atome von IDPs in der Regel keine festen Positionen, was auch für UBXD1 1-133 zutrifft und sich 
unter anderem in den fehlenden NOE-Signalen in den NOESY-Spektren äußert (160). Da der N-
Terminus von UBXD1 zwar Sekundärstrukturelemente aufweist, diese aufgrund der fehlenden 
NOE-Signale jedoch keine feste Position haben, handelt es sich bei UBXD1 1-133 wahrscheinlich 
um ein sogenanntes pre-molten globule like-Protein. Typisch für IDPs sind auch die spezifische 
Bindung seines Bindepartners mit einer relativ schwachen Affinität (156; 161). Die Spezifität für 
den N-Terminus von UBXD1 wird durch fehlende Bindung anderer Proteine außer p97 bestätigt. 
Die Bindung erfolgt dabei oft über kurze Motive wie dem VIM-Motiv (162–164), das lediglich aus 
12 Aminosäuren besteht. Die schwache Affinität zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und p97 
von 20 µM ermöglicht eine reversible Bindung dieser beiden Interaktionspartner und dadurch 
eine Funktion in der Regulation von p97. Oftmals sind IDPs aufgrund ihrer regulatorischen 
Funktion auch in der Ausbildung von Krankheiten involviert, wie es unter anderem auch für 
UBXD1 bekannt ist (49). Die Bindung des Interaktionspartners führt in vielen IDPs zur Faltung 
und Umstrukturierung (156; 165; 166). Dabei werden häufig α-Helices gebildet, was für den N-
Terminus von UBXD1 jedoch weder ausgeschlossen noch bestätigt werden kann. Die Ergebnisse 
der analytischen Gelfiltration lassen vermuten, dass auch UBXD1 1-133 einer Umstrukturierung 
bei Bindung der Np97 unterliegt, da der Peak für den Komplex aus UBXD1 1-133 und Np97 ein 
geringeres Elutionsvolumen hat als man für einen Komplex aus zwei globulären Proteinen 
dieser Größe erwarten würde. Desweiteren haben IDPs häufig posttranslationale 
Modifikationen, was für das Ser 96 von UBXD1 bereits gezeigt werden konnte (167). Zudem 
besitzen die Bindungen von IDPs häufig schnelle Kinetiken (hohe kon- und koff-Raten) und die 
Strukturen werden oft durch Metallionen beeinflusst, was im Rahmen dieser Arbeit für den N-
Terminus von UBXD1 jedoch nicht untersucht worden ist (168; 169). Da es sich hierbei um den 
isolierten N-Terminus von UBXD1 handelt, kann die Bezeichnung IDP verwendet werden. Im 
gesamten UBXD1 würde man den unstrukturierten N-Terminus als IDR bezeichnen. 





4.2. DER N-TERMINUS VON UBXD1 INTERAGIERT MIT DER N-DOMÄNE VON P97 
 
Interaktion UBXD1 mit Np97: UBXD1-bindende Bereiche 
Wie bereits bekannt ist, interagiert UBXD1 sowohl mit der PUB-Domäne als auch über das VIM-
Motiv im N-Terminus mit p97 (112; 122). Während die PUB-Domäne an den C-Terminus von 
p97 bindet, interagiert das VIM-Motiv mit der N-Domäne von p97 (75; 101; 112; 113; 122). Im 
Rahmen dieser Arbeit soll über das VIM-Motiv hinaus die Bindung des gesamten N-Terminus 
von UBXD1 an p97 untersucht werden. Die NMR-Titration und die Anisotropie-Messung von 
UBXD1 1-133 mit Np97 zeigen zwei interagierende Bereiche. Der eine Bereich befindet sich im 
N-Terminus von UBXD1 1-133 (H1/H2) und bindet mit einer schwachen Affinität von 580 µM. 
Der zweite Bereich enthält das bereits bekannte VIM-Motiv (H3) und bindet mit einer Affinität 
von 10 µM. Eine Interaktion zwischen der N-Domäne und den ersten beiden Helices von UBXD1 
1-133 (H1/H2) ist noch unbekannt. Dabei scheint aufgrund der kleinen Shifts in H1 die Bindung 
mit H2 stärker und damit auch wichtiger für die Interaktion mit der N-Domäne zu sein. Die mit 
Np97 interagierenden Aminosäuren in H2 liegen in einer Wheel-Projektion auf einer Seite der 
Helix und haben eine zum VIM-Motiv vergleichsweise schwache Affinität, sodass wahrscheinlich 
nur diese Seite der Helix an der Interaktion mit Np97 beteiligt ist (Abb. 77). 
 
Abb. 77 Wheelprojektion von H2 von UBXD1 1-133. Die meisten der mit Np97 interagierenden Aminosäuren 
befinden sich auf einer Seite der Helix (oberhalb der gestrichelten Linie). Aminosäuren ohne Interaktion mit Np97 
sind transparent. 
Desweiteren konnte die Interaktion des VIM-Motivs (H3) von UBXD1 mit Np97 bestätigt 
werden. Das VIM-Motiv für UBXD1 ist definiert von Ala 52 bis Arg 62 mit dem Ala 52 statt des 
konservierten Arginins am Anfang des Motivs (111; 112). Im Rahmen dieser Arbeit konnte 
jedoch gezeigt werden, dass an der Interaktion mit Np97 weitaus mehr Aminosäuren beteiligt 
sind (Arg 45 bis Trp 71). So befinden sich N-terminal (7 weitere AS) als auch C-terminal 
(8 weitere AS) von der Konsensussequenz für das VIM-Motiv mit Np97 interagierende 
Aminosäuren. Diese zusätzlichen Aminosäuren sind vorwiegend hydrophil (40 %) und geladen 
(30 %). Besonders geladene Aminosäuren wie Arg und Glu besitzen hohe Affinitäten 
(KD < 2,5 µM aus der NMR-Titration), was auf die Ausbildung ionischer Wechselwirkungen mit 
Np97 hinweist. Die affinen Randbereiche des VIM-Motivs könnten den Ausgleich für das nicht 
konservierte Arg in der VIM-Sequenz von UBXD1 bilden und somit die Bindung in die 
hydrophobe Tasche zwischen den beiden Subdomänen der N-Domäne von p97 begünstigen. 
H2 UBXD1 1-133
(Ala 10 bis Ser 26)





Damit wird eine Bindung an Np97 ermöglicht, fällt jedoch schwächer als für andere VIM-Motiv-
enthaltene Kofaktoren aus (Tab. 24, (112)).  
 
Tab. 24 Affinitäten für das VIM-Motiv verschiedener p97-Kofaktoren. aus (112). 
Kofaktor KD [µM] 
gp78 0,021 
SVIP 6 
VIMP n. b.  
ANKZF1 0,016 
UBXD1 3 
ZFAND2b n. b. 
 
Die interagierenden Aminosäuren aus H2 von UBXD1 1-133 sind auch häufig geladen (Lys) und 
könnten ebenfalls zur Stabilisierung der Bindung zwischen UBXD1 1-133 und Np97 beitragen. 
Für die Interaktion zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und Np97 scheint zudem eine 
bestimmte Struktur und Flexibilität des N-Terminus von UBXD1 von Bedeutung zu sein, da mit 
Biolayer Interferometrie-Experimenten mit immobilisierten UBXD1 1-150 nur eine sehr 
schwache Bindung (KD: 50 µM) mit Np97 gemessen werden konnte (112). 
Desweiteren wurde der Einfluss einiger Mutanten in UBXD1 1-133 auf die Bindung mit Np97 
untersucht. Dabei haben einige Mutationen zwar strukturelle Auswirkungen, jedoch nur einen 
vergleichsweise geringen Einfluss auf die Bindung der N-Domäne von p97. So konnte festgestellt 
werden, dass zwischen DI11/12 (H2) und L3 eine Interaktion besteht. Eine Mutation dieser 
Aminosäuren führt jedoch nur zur Abschwächung der Bindung in H2 und hat keine Auswirkung 
auf die Bindung von H3 (VIM) oder L3 an Np97. Im Gegensatz dazu hat die Mutation von 
QK21/22AA strukturell keinen wesentlichen Einfluss auf den restlichen N-Terminus von UBXD1, 
aber dennoch wird die Interaktion von Np97 mit H2 deutlich abgeschwächt. Die Mutation in L2 
(RQ45/46AA) führt weder zu einer Beeinflussung der strukturellen Integrität von UBXD1 1-133 
noch der Bindung von Np97. Im Gegensatz zu den übrigen Mutationen handelt es sich hierbei 
auch um eine Linkerregion, während die übrigen Mutationen in α-helikalen Bereichen liegen. 
Die Mutation des VIM-Motivs (RL62/63AA) führt zum Verlust der Bindung von H3 und zu einer 
veränderten Bindung von H1/H2. Die Markierung der interagierenden Aminosäuren auf dem 
hier verwendeten Strukturmodell des Wildtyps ist dabei fragwürdig, da eine MD-Simulation des 
Strukturmodells der Mutante zum Kollaps des Proteins führt (Daten nicht gezeigt). Dennoch 
wird für die Sekundärstrukturverteilung ein erhöhter α-helikaler Anteil vorhergesagt. Damit ist 
die Inhibition der Bindung des VIM-Motivs in H3 durch die Zerstörung der Helix durch die 
eingefügten Mutationen unwahrscheinlich. Mit den Mutationsstudien konnte somit die 
Unabhängigkeit der beiden Bindestellen von UBXD1 1-133 (H1/H2 und H3) bestätigt werden. 
Einen ähnlichen Bindemechanismus besitzt auch das VIM-Motiv-enthaltene SVIP, einem 
weiteren p97-Kofaktor, der zusätzlich eine Bindestelle im N-Terminus besitzt, die für die 
Bindung der N-Domäne inklusive ND1-Linker notwendig ist (65). 
Wie bereits erwähnt, haben die verschiedenen UBXD1-Konstrukte keinen wesentlichen Einfluss 
auf die strukturelle Integrität des N-Terminus von UBXD1. Analog dazu scheint auch die 





Veränderung der Helix-Zusammensetzung von UBXD1 keinen starken Einfluss auf die Bindung 
von H3 mit dem VIM-Motiv zu haben, wohingegen die Bindung von H1/H2 durch Verkürzen (1-
80) oder Verlängern (1-154) des Konstruktes abgeschwächt wird. Damit scheinen sowohl 
stabilisierende Effekte (fallen bei 1-80 weg) als auch eine ausreichende Flexibilität (wird bei 1-
154 eingeschränkt) des N-Terminus für die Bindung von H1/H2 von Bedeutung zu sein. 
 
Interaktion UBXD1 mit Np97: Np97-bindende Bereiche 
Für die Studien zur Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und Np97 wurde die N-Domäne von p97 
separat ohne die D1-/D2-Domänen exprimiert und gereinigt. Die Zuordnung des 1H-15N-HSQC-
Spektrums ist mit 85 % unvollständig. Ein Großteil der nicht zugeordneten Aminosäuren 
befindet sich N-terminal im Linker zum 6xHis-Tag und in Np97 zwischen Lys 19 und Glu 30. 
Ansonsten liegen die nicht zugeordneten Aminosäuren vereinzelt, sodass im Groben die gesamte 
Oberfläche von Np97 mit zugeordneten Aminosäuren abgedeckt wird.  
Die Zuordnung der Signale des 1H-15N-HSQC-Spektrums von Np97 erfolgte unter anderem durch 
Übertragung von einem bereits publizierten Spektrum, welches in 50 mM Natriumaztetat bei 
einem pH von 5,0 aufgenommen wurde (98). Das Spektrum im Rahmen dieser Arbeit wurde mit 
50 mM KPi-Puffer bei einem pH von 6,5 aufgenommen. Trotz dieser Unterschiede waren nur 
geringe Verschiebungen in dem HSQC-Spektrum zu erkennen, sodass 111 Signale übertragen 
werden konnten. Die geringen Veränderungen in dem 1H-15N-HSQC-Spektrum trotz 
unterschiedlicher Bedingungen sprechen für eine hohe Stabilität und die rigide Struktur von 
Np97 auch in Abwesenheit der D1D2-Domäne von p97.  
Es ist bereits bekannt, dass das VIM-Motiv von UBXD1 mit der N-Domäne von p97 interagiert 
(75; 111; 112; 122). Die NMR-Titrationsstudien dieser Arbeit haben gezeigt, dass der N-
Terminus von UBXD1 neben der VIM-Furche auch den Linker zur D1-Domäne bindet. Die 
Interaktion des VIM-Motivs mit der VIM-Furche wurde bereits für gp78 mittels 
Röntgenstrukturanalyse beschrieben (Kap. 1.1.5; (112)). Desweiteren wurden auch 
Mutationsstudien in der VIM-Furche von Np97 durchgeführt, um die an der Interaktion mit 
einem VIM-Peptid von UBXD1 beteiligten Aminosäuren zu identifizieren (Abb. 78, A). 
Entsprechend der Veröffentlichung von Hänzelmann et al. wäre zu vermuten, dass die mit VIM-
UBXD1 interagierenden Aminosäuren beidseitig der VIM-Furche liegen. Die Titration von Np97 
mit dem gesamten N-Terminus von UBXD1 zeigt jedoch eine eher linksseitige Bindung in die 
VIM-Furche. Desweiteren sind in der Studie von Hänzelmann et al. Asp 35, Ile 70 und Leu 72 als 
wichtige, an der Interaktion mit dem VIM-Peptid beteiligte Aminosäuren klassifiziert worden. 
Diese Aminosäuren zeigen jedoch keine Interaktion mit dem N-Terminus von UBXD1 1-80 (Abb. 
78, B), was auf die Verwendung eines Peptids zurückgeführt werden kann. 






Abb. 78 Interagierende Aminosäuren von Np97 mit dem N-Terminus von UBXD1. A: aus (112). An der 
Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und Np97 beteiligte Aminosäuren der N-Domäne von p97. Ermittelt durch 
Mutationsstudien. Die Farbe der jeweiligen Aminosäure zeigt ihre Wichtigkeit bei der Interaktion mit UBXD1 1-133 
an. B: Np97-Strukturmodell mit den mit UBXD1 interagierenden Aminosäuren aus dieser Arbeit (blau: stark 
interagierende AS, hellblau: schwach interagierende AS, weiß/grau: keine Interaktion). C: VIM-Helix aus dem N-
Terminus von UBXD1 mit den zwei flankierenden Glutamaten (rot). 
Desweiteren wurde die strukturelle Integrität der N-Domäne nicht nachgewiesen, sodass der 
Austausch einzelner Aminosäuren auch zu strukturellen Änderungen führen könnte. Damit wäre 
die Ursache für eine andere Bindung des VIM-Motivs die veränderte Struktur und nicht 
zwangsweise die einzelne mutierte Aminosäure (ähnliche Studie siehe auch (111)). An der 
Bindung des VIM-Motivs des N-Terminus von UBXD1 in die VIM-Furche von Np97 sind 
insgesamt 18 Aminosäuren beteiligt, wobei davon nur drei geladene Aminosäuren (Lys 109, 
Glu 141 und Arg 155) involviert sind. Die basischen Aminosäuren Lys 109 und Arg 155 befinden 
sich am oberen und unteren Ende der Furche (Abb. 78, B, rote AS). Diese könnten zusammen mit 
den geladenen flankierenden Aminosäuren des VIM-Motivs Glu 51 und Glu 64 von UBXD1 1-133 
ionische Wechselwirkungen eingehen und somit die Bindung der VIM-Helix (H3) am oberen und 
unteren Ende der VIM-Furche in Np97 stabilisieren (Abb. 78, C). Der Abstand zwischen dem 
Lys 109 und dem Arg 155 beträgt in der Kristallstruktur 30 Å, die Länge der VIM-Helix von 
UBXD1 25 Å. Wenn man davon ausgeht, dass Lys 109 und Arg 155 in Lösung beweglicher sind 
als in der Kristallstruktur, wäre eine Bindung zwischen diesen Resten auch vom Abstand her 
möglich. Das Arg 155 von Np97 ist unter anderem auch an der Interaktion zwischen der N- und 
der D1-Domäne (Asn 387) während des ATP-Hydrolyse-Zyklus beteiligt (Kap. 1.1.3, Abb. 79). 
 
 
Abb. 79 Kontaktstelle zwischen Np97 und D1p97 während des ATPase-Zyklus von p97. aus (53). Die ab-
Konformation der N-Domäne von p97 wird während des ATP-Hydrolyse-Zyklus von p97 durch eine Salzbrücke 


























Neben dem Arg 155 sind auch Arg 95, Gly 157 und Arg 159 an der Bindung zwischen der N-
Domäne und der D1-Domäne beteiligt, mit denen der N-Terminus von UBXD1 nicht interagiert. 
Dennoch ist aufgrund der VIM-Helix von UBXD1 eine sterische Hinderung der Interaktion 
zwischen der N- und der D1-Domäne zu erwarten.  
Neben der VIM-Furche interagiert der N-Terminus von UBXD1 auch mit dem Linker zur D1-
Domäne (Gly 186 bis Gly 208). Dieser Teil der Interaktion zwischen Np97 und dem N-Terminus 
von UBXDI ist noch nicht beschrieben worden. Durch die Bindung von Aminosäuren des Linkers 
(Arg 191 und Glu 195) und der N-Domäne (Val 87 und Arg 93) durch den N-Terminus von 
UBXD1 wird die Interaktion zwischen diesen beiden Strukturen verhindert (53). Desweiteren 
dienen Gly 186 und Gly 208 als Drehpunkte für die Bewegung der N-Domäne während des 
ATPase-Zyklus (2). Der N-Terminus von UBXD1 bindet das Gly 186 (das Gly 208 ist nicht in dem 
getesteten Konstrukt enthalten) und schränkt damit die Bewegung der N-Domäne durch 
Einschränkung eines seiner Drehpunkte ein. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich während 
des ATP-Hydrolyse-Zyklus im Linker zwischen der N- und D1-Domäne von p97 zeitweilig eine 
kurze Helix zwischen Arg 191 und Asp 200 ausbildet (Abb. 80, (43)). 
 
Abb. 80 Zeitweilige Helix im ND1-Linker. aus (43). Während des ATP-Hydrolyse-Zyklus bildet sich zeitweilig eine 
kleine Helix im ND1-Linker aus, die die auf- und ab-Bewegung der N-Domäne begünstigt. 
Der N-Terminus von UBXD1 bindet das in diesem Bereich liegende Arg 191 und Glu 195, was 
wahrscheinlich die Ausbildung dieser Helix während eines ATPase-Zyklus verhindern würde. 
Damit würde es zu einer weiteren Einschränkung der Flexibilität der N-Domäne, die für den 
ATP-Hydrolyse-Zyklus notwendig ist, kommen (Kap. 1.1.3). Die Bindung des Linkers zwischen 
der N- und der D1-Domäne von p97 ist bereits für den Kofaktor SVIP beschrieben worden (112). 
Bei SVIP führt der Linker sogar zu einer verbesserten Bindung an die N-Domäne von p97. 
Affinitätsmessungen mit Fluoreszenz-Anisotropie deuten jedoch darauf hin, dass für den N-
Terminus von UBXD1 ein anderer Bindemechanismus vorliegt. 
Desweiteren konnte mit der VIM-Mutante von UBXD1 (1-80 RL62/63AA) unterschieden 
werden, welche Bereiche von UBXD1 (H1/H2 und H3) in die VIM-Furche und welche den ND1-
Linker von p97 binden. Wie bereits gezeigt werden konnte, findet bei der VIM-Mutante von 
UBXD1 zwischen dem VIM-Motiv und und der VIM-Furche von Np97 keine Bindung mehr statt 
(Kap. 3.3). Bei der Titration von Np97 mit der VIM-Mutante waren im Bereich der VIM-Furche 
von Np97 nur noch kleine Veränderungen einzelner Aminosäuren zu sehen. Das Wegfallen der 
interagierenden Aminosäuren der VIM-Furche deutet auf einen Verlust der Bindung zwischen 











D1-Domäne von Np97 interagierten weiterhin mit der VIM-Mutante. Das deutet darauf hin, dass 
H1/H2 von UBXD1 1-80 mit dem ND1-Linker interagieren. Desweiteren sind im Vergleich zum 
Wildtyp einige zusätzliche interagierende Aminosäuren zu beobachten. Diese könnten durch die 
leicht veränderte Bindung von H1/H2 der VIM-Mutante entstehen (Kap. 3.3), was 
wahrscheinlich auf eine veränderte Sekundärstruktur zurückzuführen ist (siehe CD-
Spektrokopie). Eine Titration von Np97 mit einem UBXD1-Konstrukt, das weder H1/H2 noch ein 
intaktes VIM-Motiv besitzt (32-133 RL62/63AA), ergab keine signifikante Bindung zu Np97. 
Somit konnten weitere Bindungsregionen zwischen Np97 und dem N-Terminus von UBXD1 
ausgeschlossen werden.  
Damit bindet der N-Terminus (H1/H2) von UBXD1 1-133 schwach (580 µM) an den ND1-Linker 
von Np97 und das VIM-Motiv (H3) von UBXD1 1-133 stark (10 µM) in die VIM-Furche von Np97. 
Allerdings hat die strukturelle Charakterisierung von UBXD1 1-133 ergeben, dass zwischen 
H1/H2 und H3 eine Interaktion besteht. Bei einer solchen Konformation könnte UBXD1 jedoch 
nicht gleichzeitig mit der VIM-Furche und dem ND1-Linker interagieren. Daher ist davon 
auszugehen, dass UBXD1 1-133 seine Konformation während der Bindung an Np97 ändert, wie 
es für IDPs oder IDRs üblich ist (Kap. 4.1). Ein mögliches Modell zur Bindung von UBXD1 1-133 
an die N-Domäne, das in Übereinstimmung mit den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen 
steht, könnte wie folgt aussehen (Abb. 81). 
 
Abb. 81 Modell zur Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und Np97. Während der Bindung an Np97 unterliegt 
UBXD1 1-133 einer Umstrukturierung, was für IDPs/IDRs üblich ist. Links: UBXD1 1-133 in Lösung. Mitte: Bindung 
von UBXD1 1-133 an Np97 mit Blick auf die VIM-Furche. Rechts: Bindung von UBXD1 1-133 an Np97 mit Blick auf den 
Linker zwischen der N- und der D1-Domäne von p97. 
Entsprechend dieses Modells (Abb. 81) wäre die Interaktion zwischen H1/H2 und L3 in UBXD1 
1-133 eine stabilisierende Interaktion des unstrukturierten N-Terminus von UBXD1. Bei Zugabe 
von Np97 kommt es dann zum Verlust dieser Interaktion und zur Bindung der N-Domäne und 
dem ND1-Linker von p97. 
 
4.3.  DIE PHOSPHAT-PINZETTE VERSCHLECHTERT DIE BINDUNG VON NP97 UND 
UBXD1 1-133 
 
Als proof of principle sollte in einem ersten Versuch die Interaktion zwischen der N-Domäne von 
p97 und dem N-Terminus von UBXD1 duch ein Werkzeug der supramolekularen Chemie 
verhindert werden. Dazu wurde auf eine Lysin- und Arginin-bindende Phosphat-Pinzette zurück 
gegriffen. Die N-Domäne von p97 besitzt 14 Lysine und 16 Arginine, von denen jedoch nicht alle 
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durch die Phosphat-Pinzette gebunden werden. Zum einen, weil einige Lysine und Arginine im 
Inneren der Struktur liegen und für die Pinzette nicht zugänglich sind. Zum anderen können 
einige Lysine und Arginine zwar an der Oberfläche von Np97 liegen, jedoch ist deren Seitenkette 
in die Ausbildung einer Salzbrücke involviert, was ebenfalls die Bindung der Pinzette verhindern 
würde. Desweiteren muss die Seitenkette des Lysins oder Arginins frei liegen, damit die 
Phosphat-Pinzette binden kann, ansonsten kommt es zu sterischen Einschränkungen durch 
benachbarte Aminosäuren. Somit lassen sich mittels NMR-Titration sechs Bereiche auf der 
Oberfläche der N-Domäne von p97 bestimmen, die ein Lysin oder Arginin besitzen und an deren 
Seitenkette die Phosphat-Pinzette gebunden haben könnte. Die Stöchiometrie von sechs 
Pinzetten und einem Np97 Moleküle konnte auch durch ITC-Studien bestätigt werden. Die mit 
der Pinzette interagierenden Bereiche von Np97 liegen auf der Seite mit dem ND1-Linker 
gegenüberliegend von der VIM-Furche. Damit sind die Lysine und Arginine der VIM-Furche 
offensichtlich sehr schlecht zugänglich für die Pinzette. Es gibt einen Bereich am unteren Ende 
der VIM-Furche, der eine Anhäufung shiftender Aminosäuren enthält. In diesem Bereich 
befindet sich jedoch weder ein Lysin noch ein Arginin, das die richtige Bindung der Pinzette 
vermitteln könnte. Aber dafür befinden sich in diesem Bereich positiv geladene Aminosäuren 
(Glu, Asp), die eine unspezifische Bindung der Pinzette über die negative Ladung der 
Phosphationen vermitteln könnten. Desweiteren handelt es sich bei dem Strukturmodell um 
eine Kristallstruktur, sodass in Lösung die Position des N-Terminus der N-Domäne bzw. des 
ND1-Linkers abweichen könnte. Somit könnte über diese flexiblen Bereiche ein Lysin oder 
Arginin in die Nähe der VIM-Furche gebracht werden, was die Shifts verursachen würde. Die 
Lysine und Arginine auf der, der VIM-Furche gegenüberliegenden Seite sind offenbar besser für 
die Phosphat-Pinzette zugänglich. Hier liegen die möglichen sechs Bindungsstellen für die 
Phosphat-Pinzette. Jeder dieser Bereiche besitzt ein Lysin oder Arginin. Aufgrund der hohen 
Elektronendichte in dem Ringsystem der Phosphat-Pinzette, reagieren auch die umliegenden 
Aminosäuren auf die Anwesenheit der Pinzette, was in der Veränderung der Signale sowohl in 
der Position als auch in ihrer Intensität in dem 1H-15N-HSQC-Spektrum zu sehen ist. Entgegen 
der höheren Affinität der Phosphat-Pinzette zu Lysinen als zu Argininen (152), scheint die 
Phosphat-Pinzette vorwiegend Arginine von Np97 zu binden (vier Arginine vs. zwei Lysine).  
Was zum einen daran liegen kann, dass mehr Arginine Oberflächen-exponiert vorliegen und zum 
anderen sind die Lysine wahrscheinlich stärker in die Struktur der N-Domäne eingebunden. 
Die ITC-Studien haben gezeigt, dass die freie Bindungsenthalpie einer Pinzette ∆G -7,2 kcal/mol 
für die Binundg an Np97 beträgt. Der Entropieterm hat einen Wert von 57 kcal/mol und der 
Enthalpieterm einen Wert von -64 kcal/mol. Damit ist die Bindung zwischen der Pinzette und 
Np97 eine enthalpiegetriebene Bindung, was auf eine ionische Bindung hinweist und eine reine 
hydrophobe Interaktion ausschließt. Außerdem konnte eine Affinität von 6 µM pro Phosphat-
Pinzette ermittelt werden, die mit freien Aminosäuren vergleichbar ist (152). 
Nach Evaluierung der Bindung zwischen der Phosphat-Pinzette und der N-Domäne von p97 
wurde eine Titration von UBXD1 1-133 mit dem Np97-Pinzetten-Komplex durchgeführt. Wie 
bereits erwähnt interagiert der N-Terminus von UBXD1 mit der VIM-Furche von Np97 und dem 
ND1-Linker.  Die Pinzette zeigt sowohl eine schwache Interaktion im unteren Bereich der VIM-





Furche sowie dem ND1-Linker. Demzufolge ist die Affinität zwischen UBXD1 1-133 und Np97 in 
Anwesenheit der Phosphat-Pinzette um den Faktor 27 schlechter. Damit konnte die Funktion 
der Phosphat-Pinzette, die spezifische Bindung von Lysinen und Argininen, erfolgreich bestätigt 
werden (170; 171). 
 
4.4. DER N-TERMINUS VON UBXD1 INTERAGIERT MIT DER D1D2-DOMÄNE VON P97 
 
Die N-Domäne von p97 bindet den N-Terminus von UBXD1 über die hydrophobe VIM-Furche. 
Die VIM-Furche befindet sich bei einer ab-Konformation der N-Domäne in räumlicher Nähe zur 
D1-Domäne. Dabei kann auch eine Salzbrücke zwischen dem Arg 155 der N-Domäne und dem 
Asn 387 der D1-Domäne gebildet werden (Kap. 4.2). Demzufolge könnte UBXD1 sowohl die N-
Domäne als auch die D1-Domäne bei einer ab-Konformation der N-Domäne binden. Diese 
mögliche Bindung wurde mit einem D1D2-Konstrukt untersucht. Der Expressionstest von GST-
D1D2 zeigt, dass bereits ohne Induktion eine Expression stattfindet. Diese permanente 
Expression könnte auf Mutationen im Promotor des Vektors zurückzuführen sein. Da GST-D1D2 
bei den entsprechenden Bedingungen jedoch ausreichend und löslich exprimiert werden kann, 
wurde das DNA-Konstrukt dennoch verwendet. Die D1D2-Domäne besitzt eine Größe von 
67 kDa, die auch ohne N-Domäne selbst bei Niedrigsalzbedingungen sehr stabil ist. Diese 
Stabilität wird unter anderem wahrscheinlich durch die Multimerisierung begünstigt. Da die 
Multimerisierung hauptsächlich durch interprotomere Kontakte zwischen den benachbarten 
D1-Domänen erfolgt (2; 43; 52), müsste die D1D2-Domäne wie p97 als Hexamer vorliegen. Die 
analytische Gelfiltration der D1D2-Domäne zeigt jedoch neben der hexameren auch eine trimere 
Form. Die Abweichung der Hexamer-Größe in der analytischen Gelfiltration von der 
tatsächlichen Größe ist wahrscheinlich auf die Ausbildung eines ringförmigen Komplexes 
zurückzuführen. Dieser hat einen größeren hydrodynamischen Radius als ein globuläres 
Protein, das zur Kalibration verwendet wurde. Daraus ergibt sich eine verkürzte Laufzeit. Der 
relativ geringe Anteil an D1D2-Hexamer in der analytischen Gelfiltration erklärt auch die mit 
p97 vergleichsweise geringe ATPase-Aktivität, die nur bei Hexameren zu beobachten ist (2; 50; 
52; 54; 118). Das Vorliegen einer trimeren/dimeren Form von p97 bzw. der D1D2-Domäne ist 
noch nicht beschrieben worden, jedoch ist sie häufig in Einheitszellen in Kristallen von p97-
Konstrukten zu beobachten (PDB-ID: 4KO8, 3HU3, 3CF1). Bei der trimeren Form handelt es sich 
nicht um die physiologische Form. Ursache könnten die geringen Salzbedingungen (25 mM KCl) 
und/oder das Fehlen Hexamer-stabilisierender Faktoren wie Zinkionen sein (52). Desweiteren 
ist auch der Säulendruck bei einer analytischen Gelfiltrationssäule mit max. 216 psi sehr hoch, 
was ebenfalls die Multimerisierung der D1D2-Domäne beeinflussen könnte. Nach Beurteilung 
der Konformation der D1D2-Domäne wurde die Interaktion mit dem N-Terminus von UBXD1 
untersucht. Durch NMR-Titrationen und Fluoreszenz-Anisotropie konnte eine schwache 
Bindung (KD: 260 µM) zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und der D1D2-Domäne festgestellt 
werden. Diese Interaktion war noch nicht bekannt und ist mit einigen pull down-Experimenten 
im Gegensatz dazu bereits auch ausgeschlossen worden (111; 122). In diesen Studien haben 
p97-Konstrukte mit einer Deletion der N-Domäne keine Interaktion mit dem N-Terminus von 





UBXD1 gezeigt. Die Ursache dafür könnte in der Zusammensetzung des Puffers liegen. Dieser 
enthielt unter anderem 150 mM NaCl. Versuche im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dass die 
schwache Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und D1D2p97 mit 150 mM KCl bereits 
unterbunden wird (NMR-Titration, Daten nicht gezeigt). Die D1D2-Domäne bindet an ähnliche 
Bereiche von UBXD1 1-133 wie die N-Domäne von p97 (Abb. 82).  
 
Abb. 82 Binderegionen der N- und der D1D2-Domäne auf UBXD1 1-133. Dargestellt ist das MD-simulierte 
Strukturmodell von UBXD1 1-120. Die N- und die D1D2-Domäne binden ähnliche Bereiche von UBXD1 1-133 
(schwarz: Bindung der N- und der D1D2-Domäne, blau: Bindung der N-Domäne, grün: Bindung der D1D2-Domäne, 
grau: keine Interaktion). 
Die D1D2-Domäne bindet den N-Terminus bis zur Mitte von H2 (bis Ala 17). Die N-Domäne 
hingegen bindet H1 nur leicht und dafür den hinteren Teil von H2 stärker (Phe 14 bis Glu 25, 
Abb. 82, blau). Das VIM-Motiv in H3 wird von beiden Konstrukten gebunden. Die N-Domäne von 
p97 bindet zudem Aminosäuren N-terminal des VIM-Motivs (bis Arg 45), wohingegen die D1D2-
Domäne von p97 eher C-terminal vom VIM-Motiv gelegene Aminosäuren bindet (einschließlich 
H4 bis Glu 90, Abb. 82, grün). Der von der D1D2-Domäne gebundene Bereich nach dem VIM-
Motiv enthält viele hydrophile (47 %) und geladene Reste (37 %), wohingegen die N-Domäne 
den N-terminal der VIM-Helix gelegenen Teil mit zahlreichen neutralen Aminosäuren (54 %) 
bindet. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die RL62/63AA-Mutante von UBXD1 1-133 die 
Bindung des VIM-Motivs in die hydrophobe Furche der N-Domäne unterbindet. Diese Mutante 
bindet die D1D2-Domäne weiterhin. Dabei interagieren zusätzliche Aminosäuren aus dem 
hinteren Teil von H2 und L2, was wahrscheinlich zu der erhöhten Affinität führt (226 µM vs. 
270 µM). Die Unterschiede der an der Bindung beider Domänen beteiligten Aminosäuren von 
UBXD1 1-133 hinsichtlich ihrer Lage, ihrer Sekundärstruktur und ihrer biochemischen 
Eigenschaften sowie das unterschiedliche Bindungsverhalten der VIM-Mutante lassen 
unterschiedliche Bindemechanismen der N-Domäne und der D1D2-Domäne an UBXD1 1-133 
vermuten. Damit müssen sich beide Bindungen nicht unbedingt ausschließen und könnten 
simultan stattfinden (Kap. 3.6). Insgesamt ist der N-Terminus (H1/H2) von UBXD1 weniger an 
der Bindung beider Domänen von p97 als das VIM-Motiv in H3 beteiligt, sodass dem N-Terminus 
eher eine stabilisierende Funktion zugeordnet werden kann als eine weitere Bindungsstelle. Da 
zur Zeit keine Daten der bindenden Aminosäuren von der D1D2-Domäne vorliegen, ist das 














4.5. DER N-TERMINUS VON UBXD1 HÄLT DIE N-DOMÄNE VON P97 IN EINER AB-
KONFORMATION 
 
Neben der Bindung des N-Terminus von UBXD1 an die einzelnen Domänen von p97, wurde auch 
der Einfluss von UBXD1 1-133 auf die Konformation des p97-Hexamers untersucht. 
Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen ergaben eine Affinität von 21 µM zwischen UBXD1 1-133 
und p97. Damit liegt die Affinität für p97 etwas unter der für die separierte N-Domäne (9 µM), 
was wahrscheinlich auf sterische Einschränkungen zurückzuführen ist. Zum einen ist die N-
Domäne über den ND1-Linker fest an das p97-Hexamer gebunden und zum anderen 
beeinflussen sich die im Hexamer nebeneinander liegenden N-Domänen hinsichtlich ihrer 
Position (43; 50; 54). Desweiteren könnte in vivo die Anwesenheit weiterer Kofaktoren zu einer 
erhöhten Affinität führen wie es zum Beispiel bereits für Faf1 mit Npl4-Ufd1 gezeigt werden 
konnte (100). Die im Rahmen dieser Arbeit gemessene Affinität zwischen dem N-Terminus von 
UBXD1 und p97 widerspricht den Daten einer aktuellen Veröffentlichung (112). Dort konnte 
mittels ITC keine Bindung zwischen einer UBXD1 fl PUB-Mutante (fl: volle Länge, Bindung nur 
noch über das VIM-Motiv möglich) bzw. dem isolierten N-Terminus von UBXD1 (1-150 AS) 
gemessen werden. Ein möglicher Grund für diese fehlende Bindung wird nicht diskutiert. 
Obwohl die Affinität in dieser Arbeit mit UBXD1 1-133 gemessen wurde, ist entsprechend der 
NMR-Titration eines UBXID 1-154-Konstruktes mit Np97 kein Unterschied bezüglich der 
Affinität dieser beiden Konstrukte zu erkennen. CD- und NMR-spektroskopische 
Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass es durch die Verlängerung des C-Terminus (133 vs. 
154 AS) zu keiner strukturellen Änderung von UBXD1 kommt, die zu einer verringerten Bindung 
an p97 führen könnte. Desweiteren konnte in einigen anderen Publikationen mit pull down-
Assays eine der PUB-Domäne ähnliche Affinität des VIM-Motivs zu p97 nachgewiesen werden 
(111; 122). Außerdem konnte in den ITC-Studien von Hänzelmann et al. nur eine sehr geringe 
Bindung zwischen der PUB-Domäne und p97 mit einer UBXD1 fl VIM-Mutante (Bindung nur 
noch über die PUB-Domäne möglich) gemessen werden. Im Gegensatz dazu ist für die PUB-
Domäne der PNGase und p97 bereits ein KD von 6 µM mittels ITC ermittelt worden (113). In der 
PUB-Domäne von UBXD1 ist zwar das Arg 55 durch ein Lysin ersetzt, welches signifikant an der 
Bindung des C-Terminus von p97 beteiligt ist. Jedoch wurde bereits diskutiert, dass die PUB-
Domäne von UBXD1 aufgrund der sterischen Bedingungen sogar besser binden soll (113). 
Insgesamt sind damit die ITC-Studien von Hänzelmann et al. fragwürdig. 
Außerdem wurde mittels limitierter Proteolyse die Position der N-Domäne in Relation zum p97-
Hexamer untersucht. Bei einer ab-Konformation der N-Domäne wird diese durch eine 
Salzbrücke zwischen dem Arg 155 der N-Domäne und dem Asn 378 der D1-Domäne stabilisiert 
(53). In diesem Bereich bindet auch UBXD1 1-133 die N-Domäne, was die Position der N-
Domäne in einem p97-Hexamer stabilisieren könnte (Kap. 4.2). Die Proteolyse von p97 mit 
Trypsin ergab zwei Banden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit diesen Banden kein MS 
durchgeführt. Damit kann keine Aussage darüber getroffen werden, welche Teile von p97 in 
diesem Zusammenhang Trypsin-sensitiv waren. Bei Zugabe von p47 fl oder ATPγS ändert sich 
dieses Bandenmuster nicht. Beide Faktoren stabilisieren die N-Domäne in einer auf-





Konformation (43; 54; 61). Bei Zugabe von UBXD1 1-133 sind ebenfalls zwei Banden zu sehen, 
die jedoch andere Größen als bei p47 und ATPγS aufweisen. Damit ist das Bandenmuster von 
dem der anderen Kofaktoren oder p97 allein verschieden, was auf eine andere Konformation 
von p97 in Gegenwart von UBXD1 1-133 hinweist. Die obere Bande liegt bei dem Verdau von 
UBXD1 1-133 und p97 auf Höhe des unverdauten p97, sodass p97 in Gegenwart von UBXD1 1-
133 vor Abbau durch Trypsin partiell geschützt zu sein scheint. Desweiten ist bei diesem Ansatz 
eine dritte Bande bei etwa 20 kDa zu sehen, die in dieser Stärke nur bei UBXD1 1-133 zu 
beobachten ist. Diese Bande könnte vor Proteolyse geschütztes UBXD1 1-133 sein, was jedoch 
erst mit MS genau überprüft werden sollte. Durch die unstrukturierten Regionen besitzen 
IDPs/IDRs wie der N-Terminus von UBXD1 auch in vivo eine verkürzte Halbwertszeit, die unter 
anderem durch Bindung ihres Interaktionspartners verlängert werden kann (161; 172). Im 
Vergleich zu UBXD1 1-133 wurde eine UBXD1-Mutante getestet, die nicht mehr die VIM-Furche 
der N-Domäne bindet, jedoch weiterhin mit schwacher Affinität mit der D1D2-Domäne 
interagiert. Bei Zugabe dieser UBXD1-Mutante ist das Bandenmuster des p97-Verdaus mit dem 
in Gegenwart von p47 oder ATPγS vergleichbar. Auch die Bande bei 20 kDa wie beim Wildtyp ist 
nicht mehr zu erkennen. Damit scheinen in diesem Ansatz sowohl p97 als auch die UBXD1-
Mutante vor Abbau durch Trypsin nicht mehr geschützt zu sein, sodass die Bindung von UBXD1 
1-133 wt an die N-Domäne von p97 entscheidend für den Schutz vor dem Trypsinverdau ist. 
Somit befindet sich die N-Domäne von p97 in Anwesenheit von UBXD1 1-133 nicht in einer auf-
Konformation, sondern in einer kompakteren Struktur, die sowohl p97 als auch UBXD1 1-133 
partiell vor Abbau schützt. Die Kompaktheit des p97-Hexamers wurde zusätzlich mittels Trp-
Fluoreszenz-Schmelzkurve untersucht. Bei einer Schmelzkurve wären bei einem Übergang 
zwischen den multimeren Formen und der monomeren Form von p97 mehrere Übergänge zu 
erwarten. Die Schmelzkurve von p97 zeigt jedoch nur einen Übergangspunkt, was auf die hohe 
Stabilität des p97-Hexamers hindeutet. In Gegenwart von ATPγS und UBXD1 1-133 kann die 
thermische Stabilität von p97 erhöht werden. Diese Erhöhung ist wahrscheinlich auf die 
Stabilisierung der flexiblen N-Domänen zurückzuführen. Die Stabilität kann durch UBXDI jedoch 
stärker erhöht werden als mit ATPγS (> 17 °C), was auf eine kompaktere Struktur von p97 in 
Gegenwart von UBXD1 1-133 als in Gegenwart von ATPγS hindeutet.  
Die Ergebnisse der limitierten Proteolyse sowie der Schmelzkurve deuten auf eine kompaktere 
Struktur von p97 mit UBXD1 1-133 als in Gegenwart von anderen gemessenen Kofaktoren hin. 
Zusammen mit dem Hinweis aus der NMR-Titration, dass UBXD1 1-133 neben der N-Domäne 
auch schwach den ND1-Linker sowie die D1D2-Domäne bindet, könnte UBXD1 1-133 die N-
Domäne in einer ab-Konformation fixieren. UBXD1 würde damit als "Kleber" zwischen der N-
Domäne und der D1D2-Domäne dienen. Damit wäre der N-Terminus von UBXD1 der erste 
Kofaktor durch dessen Bindung die N-Domäne von p97 in einer ab-Konformation gehalten wird. 
Strukturelle Untersuchungen von FAF1 (173), p47 (61) und Ufd1-Npl4 (174) in Gegenwart von 
p97 haben bis heute nur die Stabilisierung der N-Domäne in einer auf-Konformation 
beschrieben (Abb. 83). 






Abb. 83 Konformation der N-Domäne in Anwesenheit von Ufd1-Npl4 und p47. Das Heterodimer Ufd1-Npl4 (A, 
aus (174)), p47 (B, aus (61)) und Faf1 (nicht gezeigt) stabilisieren die N-Domäne von p97 in einer auf-Konformation. 
 
4.6. DER N-TERMINUS VON UBXD1 DESTABILISIERT DAS P97-HEXAMER 
 
Neben den Studien der Bindung von UBXD1 1-133 an die N-Domäne und die D1D2-Domäne von 
p97 wurde auch der Einfluss auf den Multimerisierungsgrad von D1D2p97 mittels analytischer 
Gelfiltration untersucht. Dabei führte die Zugabe von UBXD1 1-133 zu einer Hexamer-
Destabilisierung, was unter anderem die Interaktion zwischen UBXD1 1-133 und D1D2p97 
bestätigt. Die bevorzugte Konformation der D1D2-Domäne in Anwesenheit von UBXD1 1-133 
scheint ein Trimer zu sein, da kein weiterer Peak für ein anderes Multimer zu detektieren war. 
Da dieser Effekt eventuell auch auf das Fehlen der N-Domäne oder den niedrigen 
Salzbedingungen beruhen könnte, wurde dieses Experiment mit dem gesamten p97 in einem 
Puffer mit 150 mM KCl wiederholt. In der Gelfiltration ist für p97 ein Peak für die hexamere und 
für die monomere Form zu sehen. Bei Zugabe von UBXD1 1-133 nimmt sowohl der Anteil der 
hexameren als auch der monomeren Form von p97 ab. Gleichzeitig bildet sich ein neuer Peak bei 
der Größe eines p97-Dimers. Damit scheint der N-Terminus von UBXD1 auch p97-Monomere zu 
binden, sodass die Bindung nicht von der quartären Hexamerstruktur von p97 abhängig ist. 
Zudem hat UBXD1 1-133 einen ähnlichen Hexamer-destabilisierenden Effekt auf p97 wie es 
bereits bei der D1D2-Domäne zu sehen war. Jedoch bilden sich bei p97 Dimere, während bei der 
D1D2-Domäne Trimere gebildet werden. Dieser Unterschied könnte unter anderem an der 
zusätzlichen N-Domäne in p97 liegen. Diese liegt innerhalb eines Monomers leicht versetzt zu 
der D1D2-Domäne, was bei Bindung durch UBXD1 1-133 zu zusätzlichen Spannung und damit 
nur zur Bildung von Dimeren statt den Trimeren wie bei D1D2p97 führen könnte. Desweiteren 
wurden bei der analytischen Gelfiltration mit dem gesamten p97 höhere Salzkonzentrationen 
(150 mM vs. 25 mM KCl) als bei den Versuchen mit der D1D2-Domäne verwendet. Die erhöhte 
Salzkonzentration könnte einen zusätzlichen, destabilisierenden Effekt haben. Desweiteren ist 
das Laufverhalten von p97 abhängig von der Nukleotidbindung und damit der Position der N-
Domäne, wohingegen die D1D2-Domäne diesem Einfluss der N-Domäne nicht unterliegt. Somit 
kann es zu unterschiedlichen Laufzeiten kommen, die zur Abweichung zwischen der trimeren 
und der dimeren Form von p97 führen, obwohl eventuell beide Proteine den gleichen 











stabilisiert wird, ist demnach ungeklärt. Festzuhalten ist allerdings, dass UBXD1 1-133 einen 
Hexamer-destabilisierenden Effekt auf p97 hat. Im Vergleich zur D1D2-Domäne scheint der 
gebundene Anteil an UBXD1 1-133 an p97 jedoch deutlich höher zu liegen, da in der 
analytischen Gelfiltration von p97 kein UBXD1-Peak mehr zu sehen ist. Desweiteren wurde mit 
einer VIM-Mutante (UBXD1 1-133 RL62/63AA) untersucht, welche Rolle die Bindung an die N-
Domäne bei der Destabilisierung des p97-Hexamers einnimmt. Bei Zugabe der VIM-Mutante von 
UBXD1 zu p97 ist im Vergleich zum Wildtyp nur noch ein schwacher und breiter Peak für ein 
p97-Dimer zu erkennen und ein großer Teil ungebundenes UBXD1. Die Bindung von UBXD1 1-
133 RL62/63AA findet aufgrund der geringen Affinität (Np97: 580 µM, D1D2p97: 230 µM) nur 
in sehr geringem Maße stattfindet. Dennoch ist ein kleiner Peak für ein p97-Dimer zu erkennen, 
was für die Destabilisierung des p97-Hexamers durch die VIM-Mutante spricht. Demnach wird 
der destabilisierende Effekt wahrscheinlich durch die gesamte durch UBXD1 bedingte 
Konformation von p97 verursacht und nicht nur durch die Position der N-Domäne. 
Es gibt einen Hinweis aus der Literatur, dass sich der isolierte N-Terminus offensichtlich anders 
Verhält als UBXD1 fl (112). So führt eine analytische Gelfiltration von p97 unter Zugabe von 
UBXD1 fl nicht zu einer Destabilisierung des p97-Hexamers. Da kein destabilisierender Effekt in 
diesem Experiment zu sehen ist, kann davon ausgegangen werden, dass der N-Terminus nicht an 
p97 gebunden ist. Das könnte daran liegen, dass eine simultane Bindung des VIM-Motivs und der 
PUB-Domäne nicht möglich ist und in diesem Fall aufgrund der höheren Affinität die PUB-
Domäne den C-Terminus von p97 bindet. Dadurch würde die Bindung von UBXD1 fl an p97 und 
gleichzeitig der im Rahmen dieser Arbeit beobachtete ausgebliebene destabilisierende Effekt 
des N-Terminus von UBXD1 erklärt werden. Generell scheint der destabilisierende Effekt des N-
Terminus von UBXD1 durchaus möglich, da er auch bereits für andere Kofaktoren von p97 
beschrieben worden ist (175; 176). Zum einen ist bekannt, dass PUX1 aus A. thaliana AtCdc48 
(p97-Homolog aus A. thaliana) durch Bindung der D1D2-Domäne p97 destabilisiert und damit 
die ATPase-Aktivität von p97 nicht-kompetitiv inhibiert. Für diesen destabilisierenden Effekt 
durch PUX1 scheinen zwei Regionen notwendig zu sein, die ihre Bindung kooperativ 
begünstigen. Das Säugetier-PUX1-Homolog UBXD9 hat in gleicher Weise wie PUX1 ebenfalls 
einen destabilisierenden Effekt auf das p97-Hexamer (94). Außerdem gibt es Hinweise, dass der 
Oligomerisierungsgrad von p97 auch in vivo dynamisch ist (11; 177), sodass die Destabilisierung 
des p97-Hexamers ein generelles Prinzip zur Regulation der ATPase-Aktivität von p97 sein 
könnte. 
 
4.7. DER N-TERMINUS VON UBXD1 INHIBIERT DIE ATPASE-AKTIVITÄT VON P97 UND 
BINDET ATP 
 
Die Interaktionsstudien zwischen p97 und UBXD1 haben gezeigt, dass der N-Terminus von 
UBXD1 aufgrund seines Einflusses auf die p97-Konformation dessen ATPase-Aktivität 
beeinflussen könnte. Die im Rahmen dieser Arbeit gemessene ATPase-Aktivität von 38 µmol 
ATP/mg p97/h liegt etwa doppelt so hoch wie die bereits in der Literatur beschriebene Aktivität 





von 18 µmol ATP/mg p97/h (55). Diese Differenz ist wahrscheinlich zum einen auf die 
unterschiedlichen Salzkonzentrationen in den Puffern und zum anderen auf die verschiedenen 
Assays zurückzuführen. Da Salz inhibitorisch auf die ATPase-Aktivität wirkt, wurde hier 
lediglich ein 100 mM Tris-Puffer eingesetzt, während Meyer et al. zusätzlich 150 mM KCl 
eingesetzt hat. Desweiteren wurde der ATP-Verbrauch hier über einen indirekten NADH-
gekoppelten Assay bestimmt, während in der Veröffentlichung die Konzentration anorganischen 
Phosphats, das bei der Hydrolyse von ATP entsteht, über Malachitgrün ermittelt wurde. 
Nach Zugabe von UBXD1 1-133 konnte die ATPase-Aktivität von p97 konzentrationsabhängig 
um 59 % reduziert werden. Bei dem Kofaktor p47 ist eine Reduktion auf 31 % der 
ursprünglichen Aktivität zu beobachten. Diese Reduktion durch UBXD1 findet auch statt, wenn 
die N-Domäne nicht mehr von dem UBXD1-Konstrukt gebunden wird. Daher scheint nicht 
zwangsweise die Bindung der N-Domäne für die Reduktion der ATPase-Aktivität von p97 
verantwortlich zu sein, was an dem Hexamer-destabilisierenden Effekt von dieser Mutante 
liegen könnte. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die ATPase-Aktivität der D1D2-Domäne 
ebenfalls durch den N-Terminus von UBXD1 reduziert werden kann, jedoch ist die Restaktivität 
größer (67 %) und es werden größere Mengen an UBXD1 für die Inhibition benötigt (Daten 
nicht gezeigt). Ursache dafür könnte unter anderem die verschlechterte Bindung von UBXD1 an 
die D1D2-Domäne bei den verwendeten Assay-Bedingungen (100 mM Tris-HCl) sein. Diesen 
Ergebnissen zu Folge scheint die ATPase-Aktivität von p97 in Gegenwart von UBXD1 1-133 
mehr über die Destabilisierung des Hexamers und die Bindung nahe des Walker A-Motivs der 
D1-Domäne reguliert zu werden als über die auf- und ab-Konformation der N-Domäne von p97. 
Trotz der geringen Affinität von 21 µM zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und p97, wurde 
eine inhibitorische Konzentration im nanomolaren Bereich (< 10 nMl) ermittelt. Somit wird 
bereits bei sehr geringen Konzentrationen von UBXD1 1-133 die ATPase-Aktivität von p97 
reduziert, was wiederum die Inhibition durch die Destabilisierung des Hexamers bestätigt. IC50-
Werte für die Inhibition der ATPase-Aktivität sind in der Literatur noch nicht beschrieben 
worden. 
Im Gegensatz zu dieser hier durchgeführten Arbeit haben Studien gezeigt, dass die ATPase-
Aktivität zwar durch p47 (55), jedoch nicht durch UBXD1 (75) inhibiert werden kann. In dieser 
Studie wurde jedoch nicht der isolierte N-Terminus von UBXD1, sondern UBXD1 fl als 
Fusionsprotein mit einem N-terminalen GST-Tag verwendet. Daher könnte zum einen der N-
terminale GST-Tag die Bindung des VIM-Motivs an die N-Domäne stark einschränken und zum 
anderen könnte UBXD1 über die noch vorhandene PUB-Domäne binden und damit eine Bindung 
über das VIM-Motiv verhindern. In diesem Falle würde die Destabilisierung des p97-Hexamers 
ausbleiben und die ATPase-Aktivität nicht reduziert werden. Erste Vorversuche haben bestätigt, 
dass UBXD1 fl mit einem N-terminalen 6xHis-Tag keinen Einfluss auf die ATPase-Aktivität von 
p97 hat (Daten nicht gezeigt). 
Desweiteren wurde gezeigt, dass der N-Terminus von UBXD1 ATP bindet. In der analytischen 
Gelfiltration haben ATP und UBXD1 das gleiche Elutionsvolumen, obwohl ATP aufgrund seiner 
geringen Größe (0,6 kDa vs. 14,4 kDa für UBXD1 1-133) später eluiert werden müsste. 
Desweitern ist die Laufzeit von UBXD1 1-133 in Anwesenheit von ATP im Vergleich zu jener in 





Abwesenheit von ATP etwas größer, was auf eine kompaktere Struktur von UBXD1 1-133 
hinweist. Die CD-spektroskopische Sekundärstrukturanalyse bestätigt eine strukturelle 
Veränderung durch einen erhöhten α-helikalen Anteil im N-Terminus von UBXD1 in 
Anwesenheit von ATP. Die Bindung von ATP und UBXD1 1-133 scheint spezifisch zu sein, da im 
Gegensatz dazu die N-Domäne von p97 kein ATP bindet. Für den im Rahmen dieser Arbeit 
verwendeten NADH-gekoppelten ATPase Assay scheint die ATP-Bindung durch UBXD1 jedoch 
keine Rolle zu spielen, da diese zum einen sehr niedrig affin zu sein scheint (Anhang 8.17) und 
zum anderen liegt ATP in dem verwendeten Assay auch bei der höchsten UBXD1-Konzentration 
in 700fachen Überschuss vor. Eine Bindung zwischen UBXD1 und ATP ist bis heute noch nicht 
beschrieben worden. Eine mögliche Funktion für die ATP-Bindung von UBXD1 wurde im 
Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt. Vorversuche haben gezeigt, dass der N-Terminus von 
UBXD1 eine schwache ATP-Hydrolyse verursacht. Diese Aktivität ist jedoch 200fach schwächer 
als für eine zelluläre ATPase wie p97, sodass eine ATPase-Aktivität für den N-Terminus von 
UBXD1 wahrscheinlich ausgeschlossen werden kann. Andererseits könnte es möglich sein, dass 
UBXD1 ein anderes Nukleotid wie GTP höher affin bindet und damit unter anderem bei der 
Signaltransduktion eine Rolle spielt. 
 
4.8.  HYPOTHETISCHES MODELL ZUR REGULATION DER ATPASE-AKTIVITÄT VON P97 
DURCH UBXD1 
 
Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Punkte festgestellt: 
1. UBXD1 ist ein IDP 
2. UBXD1 bindet mit dem VIM-Motiv in die VIM-Furche von Np97 
3. UBXD1 bindet mit dem N-Terminus den ND1-Linker 
4. UBXD1 ändert während der Bindung seine Struktur 
5. UBXD1 interagiert mit D1D2p97 schwach  
6. UBXD1 bindet mit dem N-Terminus und dem VIM-Motiv an D1D2p97 
7. UBXD1 bindet p97 fl 
8. UBXD1 schützt p97 fl partiell vor Abbau und sich selber 
9. UBXD1 erhöht den Schmelzpunkt von p97 
10. UBXD1 destabilisiert p97- und D1D2-Hexamer 
11. UBXD1 inhibiert die ATPase-Aktivität von p97 
12. UBXD1 bindet ATP 
13. UBXD1 wird bei ATP-Bindung kompakter 
14. UBXD1 bindet Np97 in Anwesenheit von ATP schlechter 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse führen zu folgendem Modell zur 
Regulation der ATPase-Aktivität von p97 durch den N-Terminus von UBXD1 (Abb. 84). 






Abb. 84 Hypothetisches Modell zur Regulation der ATPase-Aktivität von p97 durch UBXD1. In Abwesenheit von 
UBXD1 besitzt p97 eine normale ATPase-Aktivität (links). Die Zugaebe von UBXD1 führt zu einer Bindung des C-
Terminus von p97 über die PUB-Domäne von UBXD1, was aber keinen Einfluss auf die ATPase-Aktivität von p97 hat 
(mitte). Nach Phosphorylierung des C-Terminus kann UBXD1 nicht mehr über die PUB-Domäne mit dem C-Terminus  
von p97 interagieren und es kommt zur Inhibition der ATPase-Aktivität von p97 durch Bindung des N-Terminus von 
UBXD1 an die N-Domäne. 
In Abwesenheit von UBXD1 bindet p97 ATP und hydrolysiert es, was zur konformationellen 
Änderung der N-Domäne führt, die wahrscheinlich die Segregase-Aktivität verursacht (Abb. 84, 
links). UBXD1 besitzt N-terminal das VIM-Motiv, welches mit einer Affinität von 20 µM an die N-
Domäne von p97 bindet, und mittig eine PUB-Domäne, die mit einer Affinität von 5 µM mit dem 
C-Terminus von p97 interagiert. Erste Vorversuche mit unterschiedlichen UBXD1-Konstrukten 
mit dem NADH-gekoppelten ATPase-Assay haben gezeigt, dass UBXD1 nicht simultan über beide 
Bindemotive mit p97 interagiert (Daten nicht gezeigt). Ist der C-Terminus nicht phosphoryliert, 
bindet UBXD1 aufgrund der höheren Affinität vorwiegend über die PUB-Domäne an p97. Die 
ATPase-Aktivität von p97 bleibt dabei unverändert. Die Regulation der Bindung der PUB-
Domäne an den C-Terminus von p97 erfolgt über die Phosphorylierung des Tyr 805 (66; 75; 
113). Wird der C-Terminus im Gegensatz dazu durch die Src-c-Kinase phosphoryliert (178), 
kann die PUB-Domäne nicht mehr mit dem C-Terminus von UBXD1 interagieren. Dadurch 
kommt es zur Bindung des etwas weniger affinen VIM-Motivs an die N-Domäne von p97. Im 
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bindung des N-Terminus von UBXD1 mit 
dem VIM-Motiv an p97 zu einer Fixierung der N-Domäne in der ab-Konformation und einer 
Destabilisierung des p97-Hexamers führt, was wiederum eine Reduktion der ATPase-Aktivität 
bewirkt. Diese Inhibition kann durch Phosphatasen wie die PTPN22 oder PTPH1 wieder 
aufgehoben werden (179; 180) und erneut die Bindung von UBXD1 über die PUB-Domäne an 


































Sämtliche im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurden mit dem isolierten N-
Terminus von UBXD1 unter teilweise unphysiologischen Bedingungen durchgeführt. Damit ist 
die physiologische Relevanz des hier gezeigten Modells zur Regulation der ATPase-Aktivität von 
p97 durch den N-Terminus von UBXD1 noch fragwürdig (Abb. 85).  
 
Abb. 85 Offene Fragen im Modell zur Regulation von p97 durch UBXD1. Die Studien im Rahmen dieser Arbeit 
wurden mit dem isolierten N-Terminus von UBXD1 durchgeführt. Im Folgenden sind daher Experimente im 
Zusammenhang mit dem gesamten UBXD1-Protein notwendig sowie die Verifizierung dieser Bindung in vivo. 
Zur Zeit ist unklar wie der N-Terminus von UBXD1 im Kontext des gesamten UBXD1 strukturiert 
ist. Im Folgenden sollte daher die strukturelle Integrität des N-Terminus von UBXD1 in 
Anwesenheit der PUB- und der UBX-Domäne von UBXD1 untersucht werden. Desweiteren sollte 
überprüft werden, welchen Effekt das gesamte UBXD1 auf die Bindung des N-Terminus an die N-
Domäne von p97 hat und in wie weit diese Bindung die Konformation des p97-Hexamers und 
seine ATPase-Aktivität beeinflusst. Bei diesen Untersuchungen ist der Einfluss der Bindung über 
die PUB-Domäne von UBXD1 und dem Phosphorylierungsgrad des C-Terminus von p97 zu 
beachten. Zudem sollte der Einfluss von UBXD1 auf p97 auch in vivo studiert werden. 
Desweiteren könnte eine genauere Untersuchung der Kinasen und Phosphatasen von p97-805Y 
















p97 ist eine ubiquitäre ATPase mit zahlreichen diversen Funktionen, die durch ein großes 
Netzwerk an Kofaktoren ermöglicht werden. Einer dieser Kofaktoren ist UBXD1, der eine 
besondere Rolle im Netzwerk der p97-Kofaktoren einnimmt. Zum einen ist die Bindung mit den 
IBMPFD-assoziierten Mutationen von p97 im Gegensatz zu vielen anderen Kofaktoren 
eingeschränkt. Zum anderen besitzt UBXD1 zwei Bindemotive mit denen es theoretisch sowohl 
mit der N-Domäne als auch dem C-Terminus von p97 interagieren kann. UBXD1 spielt unter 
anderem eine Rolle beim Proteinabbau in Lysosomen. Folglich führen Störungen in der 
Interaktion zwischen p97 und UBXD1 zur Anhäufung fehlgefalteter Proteine, was die Ausbildung 
neurodegenerativer Erkrankungen begünstigt (IBMPFD, ALS). Obwohl UBXD1 eine wichtige 
Rolle bei der Pathogenese einiger p97-assoziierter Krankheiten spielt, ist die Interaktion 
zwischen diesen beiden Proteinen nur unzureichend verstanden. Da die Interaktion zwischen 
der PUB-Domäne von UBXD1 und dem C-Terminus von p97 bereits in verwandten Kofaktoren 
gut studiert ist, konzentrieren sich die Experimente im Rahmen dieser Arbeit auf die Interaktion 
zwischen p97 und dem isolierten N-Terminus von UBXD1 mit dem enthaltenen VIM-Motiv. 
In einem ersten Schritt wurde der N-Terminus von UBXD1 1-133 strukturell charakterisiert. 
Dazu wurde ein Strukturmodell aus NMR- und CD-spektroskopischen Daten sowie einigen 
Mutationsstudien entwickelt und mit Sekundärstrukturvorhersagen (Sequenz-, NMR-
Resonanzen- und CD-basiert) abgeglichen. Dieses Modell führte zusammen mit den fehlenden 
Abstandsinformationen einzelner Atome in den NOESY-Spektren und der geringen 
Signaldispersion zu dem Schluss, dass es sich bei dem N-Terminus von UBXD1 um eine IDR 
(intrinsically disordered region) ohne eine kompakte Struktur handelt. 
Desweiteren wurde die Interaktion des N-Terminus von UBXD1 mit einzelnen Domänen von p97 
NMR-spektroskopisch auf atomarer Ebene untersucht. Damit konnten zwei interagierende 
Bereiche zwischen dem N-Terminus von UBXD1 und der N-Domäne von p97 festgestellt werden. 
Zum einen konnte die Bindung des VIM-Motivs von UBXD1 in die hydrophobe Furche der N-
Domäne bestätigt werden. Zum anderen wurde eine neue Bindestelle des äußersten N-Terminus 
von UBXD1 an den Linker zur D1-Domäne entdeckt. Zudem interagiert der N-Terminus von 
UBXD1 mit der D1D2-Domäne. Diese Interaktion wurden mit Anisotropie-Messungen und 
Gelfiltrationen bestätigt. 
Da es sich bei p97 um eine hexamere ATPase mit sehr flexiblen Domänen handelt, wurde 
biochemisch (Anisotropie, limitierte Proteolyse, Gelfiltration und Schmelzkurven) der Einfluss 
der Bindung des N-Terminus von UBXD1 auf die Konformation von p97 untersucht. Demnach 
destabilisiert der N-Terminus von UBXD1 das p97-Hexamer, während es andererseits p97-
Monomere in einer kompakten Struktur (ab-Konformation der N-Domäne) fixiert.  
Sowohl die Bindung der einzelnen Domänen von p97 sowie der Einfluss des N-Terminus von 
UBXD1 auf die Gesamtstruktur von p97 weisen auf eine Inhibition der ATPase-Aktivität von p97 
hin, was im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden konnte. Desweiteren bindet der N-Terminus 
von UBXD1 ATP. Die Funktion dieser Bindung ist jedoch noch unbekannt. 
  
Zusammenfassung 





Abstract: The structural charcterization of the N-terminus of UBXD1 and its regulation of 
the ATPase activity of p97 
p97 is an ubiquitary AAA ATPase with many diverse cellular functions which are mediated by a 
big network of different cofactors. One of these cofactors is UBXD1 which has a special role 
among p97 cofactors. On the one hand the interaction between UBXD1 and p97 is interrupted by 
IBMPFD-associated mutations of p97 while the binding of other cofactors is still intact. On the 
other hand UBXD1 has two p97 binding motifs (PUB domain, VIM motif) which can theoretically 
bind simultaneously the N domain and the C-terminus of p97. UBXD1 is involved in protein 
degradation in lysosomes via p97. The disruption of the interaction between p97 and UBXD1 
leads to the accumulation of misfolded proteins which are responsible for the pathogenesis of 
neurodegenerative diseases like IBMPFD and ALS. Although UBXD1 is quite important in the 
development of p97-associated diseases the interaction between UBXD1 and p97 is poorly 
understood. As the interaction between the PUB domain of related cofactors and the C-terminus 
of p97 has already been studied the experiments of this work are concentrated to the N-
terminus of UBXD1 including the VIM motif. 
In a first step the N-terminus of UBXD1 was structurally characterized. Subsequently a model 
was developed on the basis of NMR- and CD-spectroscopic data as well as on data from 
mutational studies. This model was refined using secondary structure prediction algorithms 
(sequence-based, NMR resonances- and CD-based). The structural data imply a protein with α-
helical regions but without any rigid tertiary structure. These features are typical for IDPs 
(intrinsically disordered proteins) or IDRs (intrinsically disordered regions). 
Furthermore the interaction between the N-terminus of UBXD1 and the individual domains of 
p97 was investigated by NMR spectroscopy on an atomic level. These studies showed two 
interacting regions of the N-terminus of UBXD1 and the N domain. On the one hand the 
interaction between the VIM motif of UBXD1 and the hydrophobic cleft of the N domain was 
confirmed. On the other hand a new binding region was defined including the first 30 amino 
acids of the N-terminus of UBXD1 and the linker between the N domain and the D1 domain of 
p97. In addition the N-terminus of UBXD1 interacts with the D1D2 domain of p97. All these 
interactions were confirmed by fluorescence anisotropy studies and size exclusion 
chromatography. 
p97 is a hexameric ATPase with flexible domains. Therefore the influence of the binding of the 
N-terminus of UBXD1 on the conformation of p97 was investigated biochemically (anisotropy, 
limited proteolysis, size exclusion chromatography and melting curves). It could be shown, that 
UBXD1 destabilizes the hexameric p97 and in addition fixes the p97 monomers in a more 
compact structure (down position of the N domain of p97). 
The binding of the individual domains of p97 as well as the influence of the N-terminus of 
UBXD1 on the structure of the hexameric p97 suggest a inhibitory effect of the N-terminus of 
UBXD1 on the ATPase activity of p97 which was also confirmed experimentally. In addition the 
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8. ANHANG  
 
8.1. DOMÄNENSTRUKTUR DER KOFAKTOREN VON P97 
 
Aufgeführt sind die 30 bekannten Kofaktoren von p97 und ihre Domänenstruktur. Die 
Kofaktoren sind entsprechend der UBX-Domänen eingeteilt.  
 
ANK: ankyrin repeat, ARM: armadillo domain, CUE: yeast Cue1 homolog domain , D1/D2: D1- und D2-Domäne von p97, DUF: domain 
of unknown function, M: Membrananker, N: N-Domäne p97, NZF: Npl4 Zinkfinger, OTU: ovarian tumor deubiquitylatiing domain, 
PEST: Pro-Glu-Ser-Thr-reiche Sequenz, PIP: PCNA-interactin protein box, PUB: peptide N-glysosidase/ubiquitin-associated) domain, 
PUL: PLAP, Ufd3p, and Lub1p domain, PFU: PLAA family ubiquitin binding domain, RING: Zinkfinger, SEP: Shp1-eyc-p47 domain, 
SHP (auch BS1): binding site 1, UAS: ubiquitin-associating domain, UBA: ubiquitin-associated domain, UBL: ubiquitin-like domain, 
UBX-L (UBD): UBX domain like domain, UIM: ubiquitin-interaction motif: UT3: Ufd1 truncation 3 domain, VBM: VCP/p97 binding 
motif, VIM: VCP/p97 interaction motif, WD40: WD-endende Domäne mit 40 AS, ZF: Zinkfinger . 

























































































8.2. WEITERE VERWENDETE PLASMIDE 
 
Aufgeführt sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide von P. Freemont (A, B) und 
H. Meyer (C, D). Dargestellt ist die Vektorkarte des pProEx (A) und dessen multiple cloning site 
(B). Die Klonierung der N-Domäne von p97 in den pProEx erfolgte über BamH1 und XhoI. 
Desweiteren wurde der pGEX4T-1 (C) verwendet, in den über BamH1 und EcoR1 (D) UBXD1 1-














8.3. VERWENDETE PRIMER FÜR KLONIERUNGEN UND SITE-DIRECTED MUTAGENESEN 
 
Konstrukt Methode Template Interne Nummer Sequenz 5'3' bp GC-Gehalt [%] Tm [°C] 
UBXD1 1-80 Klonierung BC1031 2001F CACACAGGGCCCATGAAAAAATTCTTCCAG 30 47 63,6 
   2002R GGTTGGCTCGAGCTTAACGGATGGTATCCTGAGATGTTG 39 51 62,9 
UBXD1 32-133 Klonierung BC1031 1051F CACACAGGGCCCCACAAAGAGAAGCCGAACCAG 33 61 51,4 
   1052R GGTTGGCTCGAGCTTACCTCAGGGTGGCACCAG 33 64 67,9 
UBXD1 1-80 RL62/63AA QuickChange BC1071 1099F ACGCTCTGGCAGCGGCGGAGCAGAAACAGTC 31 65 66,6 
   2000R GACTGTTTCTGCTCCGCCGCTGCCAGAGCGT 31 65 66,6 
UBXD1 32-133 RL62/63AA QuickChange BC1065 1099F ACGCTCTGGCAGCGGCGGAGCAGAAACAGTC 31 65 66,6 
   2000R GACTGTTTCTGCTCCGCCGCTGCCAGAGCGT 31 65 66,6 
UBXD1 1-133 QK21/22AA QuickChange BC1031 1095F GCCGGTCCAGGTGCCGCGCTGAAAGAGTCC 30 70 70,6 
   1096R GGACTCTTTCAGCGCGGCACCTGGACCGGC 30 70 70,6 
UBXD1 1-133 RQ45/46AA QuickChange BC1031 1097F GCACCTCGTCCTCCAGCGGCGGGTCCTACCAATGAAGC 38 66 77,5 
   1098R GCTTCATTGGTAGGACCCGCCGCTGGAGGACGAGGTGC 38 66 77,5 
UBXD1 1-133 RL62/63AA QuickChange BC1031 1099F ACGCTCTGGCAGCGGCGGAGCAGAAACAGTC 31 65 66,6 
   2000R GACTGTTTCTGCTCCGCCGCTGCCAGAGCGT 31 65 66,6 
        
        
p97 200-806 (D1D2) Klonierung BC1118 2062F CACACAGGGCCCGAAGTAGGGTATGATGACATTGG 35 54 77,6 
   2063R GGTTGGCTCGAGCTTAGCCATACAGGTCATCATC 34 53 76,5 
 
  













Vektor Resistenz Tag, 
Position 




p97 1-213 (Np97) BC1073 AG Freemont - NcoI/BamHI pProEx Ampicillin 6xHis, 
 N-terminal 
TEV-Protease 5,64 25,413 13.660 



















Vektor Resistenz Tag, 
Position 












9,78 3,795 0 










10,23 9,028 5.500 










9,04 11,048 6.990 








9,67 14,533 6.990 
UBXD1 1-154 BC1089 AG Meyer - BamHI/EcoRI 
fl, Stop bei 156 
pGEX-4T1 Ampicillin 6xHis,  
N-terminal 
Thrombin 9,33 16,904 7.115 
            










10,07 8,900 5.500 










8,15 10,920 5.500 










9,56 14,419 6.990 










9,52 14,391 6.990 










9,52 14,406 6.990 





8.5. PARAMETER FÜR VERWENDETE NMR-SPEKTREN 
 
Parameter für die Aufnahme der NMR-Spektren. Aufgeführt sind der verwendete p1-Puls, die 
Anzahl der Scans, sowie jeweils die Spektrumweite und die Auflösung in den einzelnen 
Dimensionen F1, F2 und F3. 
 
Spektrum p1 NS 
F1 F2 F3 
SW TD SW TD SW TD 
SOFAST-HSQC UBXD1 
(sfhmqcf3gpph) 
7,5 6 38,0000 512 15,0012 2048 - - 
HSQC Np97 
(hsqcetf3gpsi2) 
13,0 25 40,0000 256 16,0824 2048 - - 
hetNOE 
(hsqcnoef3gpsi_pbayer) 
11,4 16 16,0824 1024 40,0000 2048 - - 
         
15N-TOCSY-HSQC 
(dipsihsqc3gpsi3d) 
13,2 8 16,0000 128 39,0000 48 15,9388 2048 
15N-NOESY-HSQC 
(Ehnhsqcnoe) 
13,0 4 34,9988 140 15,0012 300 15,0012 1024 
HNCACB UBXD1 
(hncacbgpwg3d) 
13,0 24 80,0000 128 34,0000 40 15,0012 2048 
CBCACONH UBXD1 
(cbcaconhgpwg3d) 
12,31 24 75,0000 128 34,0000 36 15,0012 2048 
HNCO UBXD1 
(hncogpwg3d) 
13,0 16 22,0849 128 36,0000 40 14,0011 2048 
 
p1: p1-Puls [µs] 
NS: Anzahl der Scans 
SW: Spektralweite [ppm] 
TD: Größe des FID ("Auflösung") 
Die Mischzeit für das 15N-TOCSY-HSQC betrug 70 ms, die Mischzeit für das 15N-NOESY-HSQC 100 ms. 
  





8.6. ARBEITSDIAGRAMM FÜR CS23D 
 









8.7. ÜBERSICHT SHIFT-RESONANZEN UBXD1 1-133 
 
Position Residue HN N Cα Cβ CO Hα Hβ Hγ Hδ Hε 
01 M Met - - 54,929 36,646 - - - -  - 
02 K Lys 8,078 123,898 53,321 30,475 180,908 4,186 - - - - 
03 K Lys 8,284 122,165 53,610 30,142 177,922 4,214 - - - 3,023 
04 F Phe 8,133 121,211 54,693 37,115 180,533 4,554 3,016    
05 F Phe 8,059 121,971 54,958 37,075 - 4,212 3,005    
06 Q Gln - - 52,853 27,085 - - - - -  
07 E Glu 8,253 122,603 53,539 26,577 - - - -   
08 F Phe 8,248 121,890 54,912 36,877 178,868 - -    
09 K Lys - - 53,602 30,256 - - - - - - 
10 A Ala 8,219 124,357 49,854 16,436 178,348 4,192 1,298    
11 D Asp 8,236 119,841 51,573 38,543 - 4,497 2,582    
12 I Ile 7,920 121,246 58,842 35,832 178,918 4,097 1,839 0,863 -  
13 K Lys 8,218 124,282 53,708 29,996 177,327 4,220 1,668 1,470 - 2,885 
14 F Phe 8,035 120,701 55,024 36,488 177,467 4,306 3,044    
15 K Lys - - 53,683 27,749 - - - - - - 
16 S Ser 8,345 117,339 55,525 61,133 178,262 4,410 3,820    
17 A Ala 8,293 126,046 49,852 16,870 179,194 4,210 1,627    
18 G Gly 8,136 108,248 41,892  177,006 4,044     
19 P Pro   60,965 29,275 - - - - -  
20 G Gly 8,489 109,292 42,680  176,783 3,902     
21 Q Gln 8,042 119,805 53,199 26,843 180,474 4,254 1,953 2,264 -  
22 K Lys 8,287 122,629 53,682 30,125 178,768 - - - - - 
23 L Leu 8,203 123,720 52,833 39,641 178,170 - - - -  
24 K Lys 8,236 122,297 53,615 30,234 177,365 4,213 - - - 2,995 
25 E Glu 8,355 122,151 53,871 27,683 178,225 4,236 1,950 2,244   
26 S Ser - - 55,406 61,170 - - -    
27 V Val 8,138 121,535 59,855 29,993 180,083 4,102 2,053 0,915   
28 G Gly 8,369 111,874 42,493  177,974 3,905     
29 E Glu 8,200 121,015 52,848 26,571 180,492 4,194 1,936 2,592   
30 K Lys 8,200 122,967 53,685 27,818 179,650 4,213 1,668 1,534 - 2,977 
31 A Ala - - - - - - -    
32 H His - - - - - - -    
33 K Lys - - - - - - - - - - 
34 E Glu - - 53,596 27,645 - - - -   
35 K Lys 8,342 123,755 51,584 29,815 178,553 4,507 1,717 1,514 - 2,966 
36 P Pro   60,534 29,299 - - - - -  
37 N Asn 8,498 118,776 50,584 36,026 177,976 4,579 2,724 -   
38 Q Gln 8,168 121,311 50,757 26,436 179,910 4,572 1,947 2,280 -  
39 P Pro   60,151 29,246 - - - - -  
40 A Ala 8,337 125,839 47,663 15,266 178,509 4,484 1,353    
41 P Pro   60,176 29,366 - - - - -  
42 R Arg 8,325 122,471 51,113 27,383 178,086 4,529 1,738 - 3,102 - 
43 P Pro   - - - - - - -  
44 P Pro   60,720 29,368 - - - - -  
45 R Arg 8,337 121,091 53,565 27,605 177,886 4,209 1,828 - 3,154 - 
46 Q Gln 8,396 122,027 53,436 27,517 178,488 4,252 1,956 2,285 -  
47 G Gly 8,282 110,817 41,831  178,826 4,063     
48 P Pro   60,333 29,505 - - - - -  
49 T Thr 8,265 114,012 59,402 67,300 177,257 4,340 4,197 1,215   
50 N Asn 8,418 120,645 51,181 36,084 - 4,419 2,579 -   
51 E Glu 8,534 121,306 56,257 26,918 - 4,113 1,925 2,214   
52 A Ala 8,250 123,713 51,608 15,569 176,951 4,236 1,686    
53 Q Gln 8,183 119,217 54,995 26,026 177,114 4,221 1,995 2,340 -  
54 M Met - - 54,764 - - - - -  - 
55 A Ala 8,166 123,946 51,503 15,536 176,897 4,237 1,567    
56 A Ala 8,024 122,456 51,498 15,563 175,411 4,179 1,418    
57 A Ala 7,993 121,642 51,536 15,578 175,309 4,172 1,421    
58 A Ala 8,006 122,048 51,468 15,572 175,140 4,178 1,420    
59 A Ala 7,858 121,318 51,465 15,561 175,662 4,040 1,458    
60 L Leu 7,779 119,723 53,918 39,273 178,245 4,122 1,679 0,894 -  





Position Residue HN N Cα Cβ CO Hα Hβ Hγ Hδ Hε 
61 A Ala 7,832 122,234 51,137 15,676 176,400 4,155 1,438    
62 R Arg 7,773 117,945 54,828 27,675 175,806 4,135 1,900 1,757 3,214 - 
63 L Leu 7,814 121,475 53,545 39,420 177,419 4,160 1,697 0,914 -  
64 E Glu 8,155 120,291 54,700 27,070 - 4,161 1,994 2,291   
65 Q Gln 8,088 120,347 53,859 26,525 177,522 4,194 2,027 2,352 -  
66 K Lys - - 54,279 30,215 - - - - - - 
67 Q Gln 8,248 120,298 53,521 26,527 - 4,227 2,006 2,364 -  
68 S Ser 8,194 116,746 55,953 61,143 178,316 4,314 3,793    
69 R Arg 8,195 120,484 54,507 27,605 177,286 4,220 2,214 1,953 - - 
70 A Ala 8,099 124,644 49,730 16,382 179,678 4,104 1,259    
71 W Trp 7,983 120,372 54,557 27,189 177,548 4,592 3,229    
72 G Gly 7,904 110,682 41,985  178,570 3,933     
73 P Pro   60,863 29,500 - - - - -  
74 T Thr 8,230 113,236 59,136 67,271 177,304 4,386 4,233 1,195   
75 S Ser 8,228 117,829 56,158 61,094 177,497 4,630 3,794    
76 Q Gln - - - - - - - - -  
77 D Asp - - 52,329 38,465 - - -    
78 T Thr 7,961 114,258 60,135 66,887 178,404 4,239 4,078 1,163   
79 I Ile 7,957 122,730 59,441 35,531 179,968 4,016 1,845 - 0,849  
80 R Arg 8,198 123,464 53,312 27,813 - 4,190 1,760 1,611 3,175 - 
81 N Asn 8,217 118,778 50,826 36,019 177,147 4,617 2,775 -   
82 Q Gln - - 53,176 26,805 - - - - -  
83 V Val 8,081 121,485 60,005 29,776 178,597 3,999 2,026 0,898   
84 R Arg 8,286 124,942 53,430 27,640 178,488 4,232 1,848 1,695 3,146 - 
85 K Lys 8,321 123,496 53,984 30,328 - 4,206 1,696 - - 3,213 
86 E Glu 8,522 121,720 54,153 27,184 178,462 4,209 1,926 2,212   
87 L Leu - - 52,461 38,457 - - - - -  
88 Q Gln 8,209 120,863 53,697 26,664 - 4,221 1,993 2,347 -  
89 A Ala 8,222 125,242 49,996 16,500 180,122 4,134 1,361    
90 E Glu 8,311 120,024 53,871 27,506 176,972 3,748 1,938 2,274   
91 A Ala 8,238 124,860 49,998 16,496 178,477 4,135 1,364    
92 T Thr 8,063 113,833 59,330 67,244 176,888 4,334 4,162 1,120   
93 V Val 8,124 122,436 59,573 29,988 178,877 4,105 2,047 0,907   
94 S Ser 8,355 119,575 55,839 61,201 178,540 4,238 3,796    
95 G Gly 8,328 111,119 42,414  179,773 3,947     
96 S Ser 8,145 116,862 53,636 60,862 180,984 4,728 3,794    
97 P Pro   60,630 29,375 - - - - -  
98 E Glu 8,342 120,488 53,587 27,658 177,005 4,185 1,842 2,249   
99 A Ala 8,202 126,325 47,717 15,476 178,841 4,532 1,325    
100 P Pro   60,791 29,309 - - - - -  
101 G Gly 8,431 109,133 42,551  177,048 3,944     
102 T Thr 7,936 113,292 59,407 67,122 180,320 4,282 4,160 1,174   
103 N Asn 8,461 121,322 50,519 36,134 180,463 4,691 2,722 -   
104 V Val 8,027 120,944 59,690 29,983 179,950 4,070 2,002 0,868   
105 V Val 8,218 124,663 59,534 30,001 178,662 4,136 2,007 0,918   
106 S Ser 8,309 120,239 55,433 61,222 178,736 4,187 3,769    
107 E Glu 8,293 124,234 51,674 27,084 180,822 4,528 - 2,254   
108 P Pro   60,567 30,443 - - - - -  
109 R Arg 8,385 121,667 53,038 28,423 177,912 4,288 1,897 1,715 3,179 - 
110 E Glu 8,443 122,600 53,497 27,641 178,501 4,233 1,899 2,224   
111 E Glu 8,530 122,961 54,137 27,529 178,177 4,228 1,936 2,217   
112 G Gly 8,462 110,171 42,777  177,547 3,947     
113 S Ser 8,118 115,333 55,781 61,188 180,298 4,368 3,812    
114 A Ala 8,250 125,574 49,840 16,016 179,086 4,247 1,524    
115 H His - - 53,965 27,084 - - -    
116 L Leu 8,146 122,673 52,656 39,561 180,205 4,227 1,581 - -  
117 A Ala 8,132 125,225 49,751 16,415 178,081 4,257 1,273    
118 V Val - - - - - - - -   
119 P Pro   60,888 29,308 - - - - -  
120 G Gly 8,295 109,077 42,592  177,373 3,850     
 
  





8.8. 1H-15N-HSQC-SPEKTREN VERSCHIEDENER UBXD1-KONSTRUKTE 
 
Dargestellt sind die 1H-15N-HSQC-Spektren von UBXD1 1-80 (grün), UBXD1 1-133 (blau) und 
UBXD1 1-154 (orange). Alle Konstrukte zeigen die gleiche geringe Dispersion. Die Signale der 
gemeinsamen Aminosäuren in den einzelnen Konstrukten unterscheiden sich nicht wesentlich 


















8.9. 2D-NOESY-SPEKTRUM VON UBXD1 1-80 
 
Dargestellt ist das 2D 1H-1H-NOESY-Spektrum von UBXD1 1-80. Links ein vergrößerter 
Ausschnitt der NH-Region. Die unzureichenden NOESY-Signale lassen keine Strukturberechnung 


























8.10. SHIFT-MAPS DER TITRATION DER UBXD1-MUTANTEN MIT NP97 
 
Dargestellt sind jeweils die Endpunkte der Titration verschiedener UBXD1-Mutanten mit Np97. 
Jede Titration ist in der Sättigung. A: Sekundärstrukturverteilung entlang der UBXD1-Sequenz 
(Zylinder: α-Helix, Pfeil: β-Strang, Strich: unstrukturierter Bereich). B: Titration von UBXD1 1-
133 wt (100 µM) + 500 Np97, C: Titration von UBXD1 1-133 DI11/12AA (120 µM) + 200 Np97, 
C: Titration von UBXD1 1-133 QK21/22AA (160 µM) + 200 Np97, D: Titration von UBXD1 1-133 
RQ45/46AA (220 µM) + 200 Np97, E: Titration von UBXD1 1-133 RL62/63AA (200 µM) + 
200 Np97. 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































H1 H2 H3 (VIM) H4 S1











8.11. SHIFT-MAPS DER TITRATION DER UBXD1-KONSTRUKTE MIT NP97 
 
Dargestellt sind jeweils die Endpunkte der Titration verschiedener UBXD1-Konstrukte mit 
Np97. Jede Titration ist in der Sättigung. A: Sekundärstrukturverteilung entlang der UBXD1-
Sequenz (Zylinder: α-Helix, Pfeil: β-Strang, Strich: unstrukturierter Bereich). B: Titration von 
UBXD1 1-133 wt (100 µM) + 500 Np97, C: Titration von UBXD1 1-80 (200 µM) + 400 Np97, C: 









H1 H2 H3 (VIM) H4 S1






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































8.12. ÜBERSICHT SHIFT-RESONANZEN NP97 
 
Position Residue HN N 
1 M Met - - 
2 A Ala 8,177 124,946 
3 S Ser - - 
4 G Gly - - 
5 A Ala 8,117 123,493 
6 D Asp - - 
7 S Ser 8,097 115,893 
8 K Lys - - 
9 G Gly 8,258 109,121 
10 D Asp 8,174 120,306 
11 D Asp - - 
12 L Leu 7,943 123,751 
13 S Ser 8,229 116,761 
14 T Thr 7,935 115,128 
15 A Ala 7,991 125,179 
16 I Ile 7,879 118,890 
17 L Leu 7,436 124,142 
18 K Lys 7,997 123,488 
19 Q Gln 8,701 124,133 
20 K Lys - - 
21 N Asn - - 
22 R Arg - - 
23 P Pro 
  
24 N Asn - - 
25 R Arg 8,022 120,525 
26 L Leu - - 
27 I Ile 8,383 120,935 
28 V Val - - 
29 D Asp - - 
30 E Glu - - 
31 A Ala 8,201 126,051 
32 I Ile 8,216 118,872 
33 N Asn - - 
34 E Glu 8,585 112,793 
35 D Asp 8,164 121,915 
36 N Asn - - 
37 S Ser 8,786 110,850 
38 V Val 7,081 117,628 
39 V Val 8,843 116,844 
40 S Ser 8,215 114,305 
41 L Leu 8,026 122,030 
42 S Ser 9,734 117,397 
43 Q Gln 9,347 120,711 
44 P Pro 
  
45 K Lys - - 
46 M Met - - 
47 D Asp - - 
48 E Glu - - 
49 L Leu - - 
50 Q Gln 7,705 115,372 
51 L Leu 7,978 117,180 
52 F Phe 8,661 120,519 
53 R Arg 8,306 120,364 
54 G Gly 9,482 114,898 
55 D Asp 8,223 122,355 
56 T Thr 7,857 110,213 
57 V Val 9,178 117,270 
58 L Leu 8,827 123,100 
59 L Leu - - 
60 K Lys 8,441 118,895 
AAA    
Position Residue HN N 
61 G Gly 8,122 111,427 
62 K Lys - - 
63 K Lys 7,921 121,044 
64 R Arg - - 
65 R Arg - - 
66 E Glu - - 
67 A Ala - - 
68 V Val 9,023 118,131 
69 C Cys - - 
70 I Ile 9,115 120,454 
71 V Val 8,305 122,741 
72 L Leu 8,555 126,015 
73 S Ser 7,400 112,244 
74 D Asp 8,312 122,367 
75 D Asp - - 
76 T Thr 8,754 109,796 
77 C Cys 7,391 125,371 
78 S Ser - - 
79 D Asp 8,553 123,090 
80 E Glu 8,535 122,443 
81 K Lys 7,598 120,073 
82 I Ile 8,245 115,307 
83 R Arg 8,691 125,018 
84 M Met - - 
85 N Asn 8,594 118,094 
86 R Arg 8,014 122,664 
87 V Val 7,107 119,416 
88 V Val 7,774 122,778 
89 R Arg - - 
90 N Asn 8,322 115,909 
91 N Asn 7,906 120,413 
92 L Leu 7,715 117,062 
93 R Arg 7,931 114,293 
94 V Val - - 
95 R Arg 9,103 120,385 
96 L Leu - - 
97 G Gly 8,902 111,406 
98 D Asp - - 
99 V Val 8,140 117,061 
100 I Ile 8,809 117,888 
101 S Ser 7,967 112,755 
102 I Ile 8,183 121,341 
103 Q Gln 8,365 123,607 
104 P Pro 
  
105 C Cys 7,884 114,200 
106 P Pro 
  
107 D Asp 8,370 117,299 
108 V Val 7,358 120,001 
109 K Lys 9,149 128,293 
110 y Tyr 8,499 119,537 
111 G Gly 9,773 107,436 
112 K Lys 10,088 128,379 
113 R Arg 7,774 117,759 
114 I Ile 8,939 115,778 
115 H His 8,567 123,350 
116 V Val 7,676 112,570 
117 L Leu 8,501 120,336 
118 P Pro 
  
119 I Ile 7,852 118,590 
120 D Asp 9,278 130,512 





Position Residue HN N 
121 D Asp 8,628 121,969 
122 T Thr 8,146 108,806 
123 V Val 7,199 113,632 
124 E Glu 7,643 123,849 
125 G Gly - - 
126 I Ile 7,702 120,588 
127 T Thr - - 
128 G Gly 8,069 109,089 
129 N Asn - - 
130 L Leu 7,864 122,000 
131 F Phe 8,600 119,536 
132 E Glu - - 
133 V Val 8,065 113,787 
134 Y Tyr 7,226 111,667 
135 L Leu 7,549 117,154 
136 K Lys 9,049 119,308 
137 P Pro 
  
138 Y Tyr 6,836 116,726 
139 F Phe - - 
140 L Leu 7,629 121,464 
141 E Glu 8,774 120,839 
142 A Ala 7,463 119,696 
143 Y Tyr 8,250 118,279 
144 R Arg 8,937 117,868 
145 P Pro 
  
146 I Ile - - 
147 R Arg - - 
148 K Lys - - 
149 G Gly - - 
150 D Asp 8,455 122,061 
151 I Ile 8,937 119,466 
152 F Phe 9,096 123,378 
153 L Leu 5,959 122,373 
154 V Val 9,140 126,456 
155 R Arg 8,732 126,018 
156 G Gly 8,336 111,814 
157 G Gly 8,119 120,223 
158 M Met 8,156 122,286 
159 R Arg 7,819 119,695 
160 A Ala 8,606 126,664 
161 V Val 8,193 122,516 
162 E Glu 7,502 122,196 
163 F Phe - - 
164 K Lys 9,259 119,596 
165 V Val 9,172 125,071 
166 V Val 8,884 129,631 
167 E Glu - - 
168 T Thr 8,715 114,600 
169 D Asp - - 
170 P Pro 
  
171 S Ser 8,359 112,874 
172 P Pro 
  
173 Y Tyr 6,908 115,695 
174 C Cys 8,852 111,176 
175 I Ile 8,398 118,237 
176 V Val 8,707 129,263 
177 A Ala 8,648 95,778 
178 P Pro 
  
179 D Asp 7,917 110,105 
180 T Thr 7,833 120,796 
181 V Val 7,775 130,296 
182 I Ile 8,429 128,348 
183 H His - - 
Position Residue HN N 
184 C Cys 8,825 127,668 
185 E Glu 8,272 118,735 
186 G Gly 7,963 110,265 
187 E Glu - - 
188 P Pro 
  
189 I Ile - - 
190 K Lys 8,530 124,154 
191 R Arg 8,953 120,870 
192 E Glu - - 
193 D Asp 8,137 118,443 
194 E Glu - - 
195 E Glu 7,248 121,755 
196 E Glu 8,049 120,092 
197 S Ser 8,411 117,304 
198 L Leu 8,238 124,905 
199 N Asn 7,898 123,504 





8.13. SHIFT-MAPS DER TITRATION VON NP97 MIT UBXD1-KONSTRUKTEN 
 
Dargestellt sind jeweils die Endpunkte der Titration von Np97 mit verschiedenen UBXD1-
Konstrukten. Jede Titration ist in der Sättigung. Ausgewertet wurden die Shifts. A: Titration von 
Np97 (260 µM) + 220 µM UBXD1 1-80, B: Titration von Np97 (260 µM) + 220 µM UBXD1 1-80 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































A     Np97 + UBXD1 1-80
B     Np97 + UBXD1 1-80 RL62/63AA
C Np97 + UBXD1 32-133 RL62/63AA





8.14. INTENSITÄTENAUSWERTUNG DER TITRATION VON NP97 MIT UBXD1- 
KONSTRUKTEN 
 
Dargestellt sind jeweils die Endpunkte der Titration von Np97 mit verschiedenen UBXD1-
Konstrukten. Jede Titration ist in der Sättigung. Ausgewertet wurde die Änderung der 
Intensitäten. A: Titration von Np97 (260 µM) + 220 µM UBXD1 1-80, B: Titration von Np97 






A     Np97 + UBXD1 1-80
B     Np97 + UBXD1 1-80 RL62/63AA













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































8.15. TITRATION VON NP97 MIT DER PHOSPHAT-PINZETTE 
 
Dargestellt sind jeweils die Endpunkte der Titration von Np97 (260 µM) mit der 
Phosphatpinzette (200 µM). Die Titration ist in der Sättigung. Ausgewertet wurde die Änderung 




A     Shift-Analyse: Np97 + Phosphat-Pinzette




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































8.16. KALIBRATION SUPERDEX 200 10/300 GL 
 
Zur Untersuchung des Multimerisierungsgrades der D1D2-Domäne wurde eine analytische 
Gelfiltration durchgeführt (Kap. 3.5.1). Dazu wurde die Gelfiltrationssäule Superdex 200 10/300 
GL mit den Proteinen Thyroglobulin, Ferritin, Katalase, Aldolase, BSA und Chymotrypsinogen A 
kalibriert. Danach wurden das Elutionsvolumen gegen das dekadisch logarithmierte 
Molekulargewicht aufgetragen und eine lineare Regression durchgeführt, die anschließend zur 
Berechnung der Größe der D1D2-Multimere verwendet wurde. 
 
Protein MW [kDa] log10 MW Elutionsvolumen [ml] 
Thyroglobulin 669 2,825 7,97 
Ferritin 450 2,653 9,24 
Katalase 250 2,398 10,92 
Aldolase 158 2,199 12,84 
BSA 67 1,826 14,15 



































Protein MW [kDa] log10 MW Elutionsvolumen [ml]
Thyroglobulin 669 2,825 7,97
Ferritin 450 2,653 9,24
Katalase 250 2,398 10,92
Aldolase 158 2,199 12,84
BSA 67 1,826 14,15
Chymotrypsinogen A 25 1,378 16,87





8.17. NMR-TITRATION VON UBXD1 1-133 MIT ATP 
 
Desweiteren wurde NMR-spektroskopisch die mit ATP interagierenden Aminosäuren von 
UBXD1 1-133 ermittelt. Da eine Titration jedoch aufgrund der Aggregatbildung bei niedrigen 
UBXD1-ATP-Verhältnissen nicht möglich ist, wurde zur Auswertung ein Spektrum ohne und 
eines mit 10 mM ATP verwendet.  
 
 
Oben: Sekundärstrukturverteilung entlang der UBXD1-Sequenz (Zylinder = α-Helix, Pfeil = β-Strang, Strich = 
unstrukturierter Bereich). Unten: Shift-Analyse der einzelnen Aminosäuren von UBXD1 1-120 (150 µM) nach Zugabe 
von 10 mM ATP. Es gibt einige Aminosäuren, die nach Zugabe von ATP stärker shiften (schwarz) oder schwach shiften 
(blau) und viele, die keine Veränderungen zeigen (grau). Die mit ATP interagierenden Aminosäuren befinden sich vor 
alleim im N-Terminus und am C-Terminus von UBXD1 1-133.  
Die nach Zugabe von ATP auftretenden Shifts in einem 1H-15N-HSQC von 15N-markiertem UBXD1 
1-133 sind sehr klein (max. 0,05 ppm), was gegen eine Bindung der Phosphate spricht und eher 
auf eine Bindung des Adenosingrundgerüsts von ATP hinweist. Die meisten der shiftenden 
Aminosäuren befinden sich in unstrukturierten Bereichen von UBXD1 1-133. Neben dem Lys 2 
in H1 befindet sich ein konzentrierter Bereich ATP interagierender Aminosäuren in H2 (Phe 8, 
Ala 10 bis Ile 12, Ser 16) und am C-Terminus (Gly 112, Ala 114, Ala 117 und Gly 120). 
Desweiteren gibt es einige vereinzelte shiftende Aminosäuren im (Lys 30, Arg 45, Gln 53, Glu 64, 
Ala 70, Ser 75 und Lys 85). Insgesamt ist keine Präferenz für eine bestimmte Gruppe an 
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